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La variabilité interindividuelle dans la réponse aux médicaments et les
effets indésirables associés aux médicaments constituent une problématique
importante. Les systèmes enzymatiques, dont principalement les cytochromes
P450, sont un des déterminants majeurs du devenir du médicament dans
l’organisme. Il importe d’évaluer le degré et l’impact de la variabilité de l’activité
des enzymes responsables du métabolisme des médicaments et leur rôle dans la
variabilité interindividuelle aux médicaments.
Les cytochromes P450 représentent un système enzymatique majeur en ce
qui a trait au métabolisme des médicaments. La famille CYP3A revêt une grande
importance en raison de son niveau d’expression élevé dans les principaux
organes responsables du métabolisme et de son rôle dans la biotransformation de
plusieurs médicaments. Un intérêt particulier est porté sur les isoenzymes
CYP3A4 et CYP3A5 puisqu’il existe un chevauchement dans la spécificité de
leurs substrats. Jusqu’à maintenant, aucun substrat ne permettait de distinguer
l’activité des CYP3A4/5. Toutefois, les travaux de notre laboratoire effectués dans
le cadre de ce mémoire démontrent que la dompéridone présente une affinité
supérieure pour le CYP3A4 comparativement au CYP3A5. Nos travaux de
recherche démontrent que la dompéridone pourrait constituer un bon substrat
marqueur afin de différencier les activités in vitro des CYP3A4/5. De plus, nous
décrirons des résultats démontrant sans équivoque l’importance du CYPb5 à titre
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de cofacteur des CYP3A4/5 ainsi que le faible potentiel inhibiteur de la
clarithromycine sur les CYP3As.
Une meilleure compréhension des cytochromes P450 est essentielle
puisqu’elle permettra une meilleure estimation de la réponse attendue d’un
individu à son traitement pharmacologique.





Adverse drug effects secondaiy to drug-drug interactions and intersubject
variability in drug response constitute a considerable problem in clinical practice.
Indeed, a wide intersubject variability in drug response can be observed following
administration of drugs. The degree of variability in the expression or activity of
drug metabolizing enzymes contribute considerably to interindividual variability.
The cytochrornes P450 is among the most important enzymatic system
involved in the biotransformation of most xenobiotics. The CYP3As play a
predominant role in drug metabolism: they constitute the most abundantly
expressed in metabolism organs and with the greatest involvement in the
metabolism of currently clinically used drugs. There is an overlap substrate
specificity between CYP3A4 and CYP3A5, therefore, it has made difficuit to
separate the activity of each isozymes. Several substrate markers have been
proposed as probes for prediction of CYP3A activity but none of them can
distinguish CYP3A4/5 activities. However, resuits obtained from our laboratory
indicate that domperidone exhibits greater affinity for CYP3A4 cornpared to
CYP3A5. Our study suggests that domperidone could be used as a substrate
rnarker drug to differentiate between CYP3A4/5 in vitro activities. Also, we shah
describe the importance of CYP b5 on activities of CYP3A4/5 and the low
inhibitoiy potency of clarithromycin towards CYP3As.
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A better understanding of factors, principally cytochromes P450,
responsible for intersubject differences in drug metabolizing enzyme activities
which affect the balance between detoxification and toxicity is imperative because
it could permit a beller estimation of drug response.
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II est possible d’observer dans la population en général divers degrés de
réponses pharmacologiques lors de l’administration du même médicament à la
même dose. Également, la prise du même médicament, à la même dose chez le
même patient peut être associée à des réponses qui diffèrent dans te temps. Ces
affirmations définissent la variabilité inter et intra-ïndividuelle dans la réponse au
traitement. Ces variabilités sont des phénomènes importants observés en clinique
et plusieurs facteurs sont responsables de cette situation. Parmi ceux-ci, le
métabolisme des médicaments constitue sûrement un des facteurs des plus
importants. D’où l’intérêt d’étudier le principal système enzymatique responsable
du métabolisme des médicaments soit, les cytochromes P450.
La première partie du travail de recherche de ce mémoire énonce une mise
à jour des données publiées sur les cytochromes P450. L’objectif de cette section
est de mieux comprendre l’importance et l’implication clinique du métabolisme
des médicaments par les cytochromes P450. Tout d’abord, un bref aperçu des
différentes recherches effectuées dans ce domaine permettra de découvrir
l’évolution et de réaliser l’engouement dont jouissent actuellement les
cytochromes. Les principales propriétés de ce système enzymatique seront
décrites par la suite afin de bien concevoir les fonctions exercées par celui-ci, les
mécanismes d’oxydation et les principaux cofacteurs nécessaires à son
fonctionnement.
La principale sous-famille des cytochromes P450 responsables du
métabolisme des médicaments chez l’humain sera ensuite discutée, avec une
attention particulière portée aux facteurs pouvant modifier son activité.
L’importance des études s’intéressant aux rôles, fonctions et mécanismes des
3cytochromes P450 n’est pas limitée au domaine théorique mais s’applique de plus
en plus à la pratique clinique. En effet, ces découvertes constituent des outils
permettant de prédire le devenir du médicament chez un patient et par conséquent,
sa réponse au traitement et pourrait ainsi aider à individualiser les doses. Il sera
traité par la suite de la variabilité interindividuelle observée dans la réponse à un
traitement pharmacologique pouvant s’expliquer par l’âge, le sexe, des facteurs
environnementaux, la présence de pathologies concomitantes, de polymorphismes
génétiques et d’interactions médicamenteuses. De fait, ces facteurs affectent à
divers degrés l’activité catalytique des cytochromes P450 et ainsi modifient le
profil d’efficacité, de toxicité ou encore d’inefficacité du médicament.
Les différentes découvertes dans les domaines pharmaceutique et médical
ont contribué grandement au phénomène de polypharmacie entraînant ainsi des
risques accrus d’interactions médicamenteuses. Il est maintenant bien reconnu que
les interactions médicamenteuses contribuent significativement aux différences
intra-individuelle et interindividuelle dans la réponse au médicament. Les
interactions médicamenteuses qui impliquent un changement du métabolisme
d’un médicament par l’administration concomitante d’une autre drogue sont
parmi les interactions les plus fréquemment observées en clinique. Il devient ainsi
primordial de comprendre et d’élucider les mécanismes régissant les diverses
interactions médicamenteuses afin de proposer des solutions aux cliniciens.
41. CYT0CHR0IWEs P450
Li DÉFINITION
L’humain est exposé à une variété de composés chimiques provenant entre
autres de l’alimentation, de la pollution, des différentes percées technologiques
dans l’industrie qui sont souvent associées à l’apparition de nouvelles molécutes
synthétiques et de l’industrie pharmaceutique qui introduit des nouvelles variétés
de médicaments synthétiques et naturels.1 Afin de réagir et se protéger contre les
divers toxiqtles chimiques potentiels, l’organisme a développé différents systèmes
de défense dont un des plus importants est celui des cytochromes P450. De fait, la
majorité des xénobiotiques sont métabolisés par l’entremise de l’activité
catalytique de ce système enzymatique. Il faut noter qu’en plus d’être
responsables de la biotransformation de nombreux xénobiotiques, les cytochromes
P450 interviennent également dans la synthèse de divers composés endogènes
comme les prostaglandines, les leucotriènes et des stéroïdes. Brièvement, ce
système enzymatique de protection contient un groupement hème, un élément
caractéristique et essentiel à la réalisation de sa fonction catalytique principale qui
consiste à oxyder des substrats afin de les rendre plus hydrosolubles.
La superfarnille des cytochromes P450 est constituée de plusieurs
enzymes, nommées isoenzymes, toutes dérivées d’un gène ancestral commun
(figurel). Les différentes isoenzymes du cytochrome P450 sont organisées en
familles et ensuite classifiées en sous-familles selon leur degré de similarité en
acides aminés.2’3 Ce système enzymatique est caractérisé par une versatilité
importante. De fait, la superfarnille des cytochrornes P450 contient au total






















Figure 1. Évolution des cytochromes P450 humains. (adapté de Ingelman
Sundberg).’
1 Ingelrnan-Sundberg M, Oscarson M, McLellan R A. Polymorphic human cytochrorne P450
enzymes: an opportunity for individualized drug treatment. TiPS 1999;20:342-9
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6chez l’humain.”4 Largement distribuées dans la nature, les enzymes du
cytochrome P450 sont retrouvées chez les plantes, les insectes, les mammifères,
certaines bactéries et champignons.’ Le monde végétal constitue un vaste
réservoir de gènes des cytochromes P450 et d’ailleurs, certaines plantes peuvent
contenir près de 300 différentes isoenzymes.5 La diversification des gènes des




11 semble que les cytochromes P450 soient apparus dès le commencement
de la vie. Chez les premiers organismes, ce système enzymatique avait
probablement pour fonction de synthétiser les stéroïdes nécessaires aux
membranes cellulaires.6’7 Par ailleurs, des évidences suggèrent un phénomène de
co-évolution des cytochromes P450 chez la plante et Je mammifère les plantes
produisent des toxines comme moyens de défense contre ses prédateurs et les
animaux développent des cytochromes P450 pour détoxifier ces toxines. En effet,
des évidences indiqtient que les cytochromes P450 chez les plantes sont très
similaires au système enzymatique de monooxydation retrouvé chez le
mammifère.8 De plus, il apparaît que les mêmes gènes de celle superfamille
d’enzyme sont impliqués dans la synthèse de molécules de défense par les plantes
ainsi que dans leur détoxification chez l’animal.8 De cette rivalité entre les plantes
et les animaux se développent depuis des millions d’années de nouvelles activités
catalytiques et de nouvelles isoenzymes du cytochrome P450.
71.2.2 Recherches
L’explosion des connaissances sur les cytochromes P450 a d’abord
débutée par la compilation de plusieurs études effectuées sur le métabolisme de
xénobiotiques à la fin des années quarante. En 1947, R.T. Williams démontra chez
l’animal la formation de différents métabolites et leur excrétion par différentes
routes d’élimination suite à l’administration de xénobiotiques.9 Il suggéra ainsi
qu’une variété de processus biochimiques était impliquée dans le métabolisme des
xénobiotiques suite à leur ingestion chez l’animal. Le laboratoire de Brodie fut
l’un des pionniers dans la réalisation d’études in vitro portant sur le métabolisme
des xénobiotiques.’° ils furent les premiers à présenter le concept que les
différences entre les espèces dans la réponse pharmacologique à un médicament
corrélaient avec le taux de métabolisme et le niveau plasmatique. Par la suite, les
travaux de recherche effectués au laboratoire de Miller démontrèrent clairement
que le foie était pourvu d’un système enzymatique “oxydatif’ capable de
métaboliser un bon nombre de xénobiotiques.11 De fait, ces chercheurs ont élucidé
les propriétés de base de l’activité métabolique des microsomes hépatiques.’2
Klingenberg s’intéressa aux propriétés spectrophotométriques des
pigments retrouvés dans les fractions microsomiques préparées à partir de foies de
rat. En 1958, il fit la décotiverte du pigment microsomique “carbon monoxide
binding” dont l’absorption maximum s’observe à 450 nm.11 En 1962, la nature
hémoprotéique de ce pigment microsomique fut rapportée par Omura et Sato.’3”4
Le nom de cytochrome P450 fut alors proposé. Il faudra attendre les travaux de
Cooper et Rosenthal vers 1963 afin d’élucider la fonction des cytochromes P450.
Intéressés au rôle de divers stéroïdes comme agent causal de l’hypertension, ils
étudièrent le métabolisme de la C-21 hydroxylation de la 17-hydroxyprogestérone
$catalysée par des microsornes du cortex des surrénales.15 En démontrant son
implication dans le métabolisme oxydatif de stéroïdes, le rôle de cette protéine hit
alors proposé.
Dans les années soixantes, les expériences menées chez l’animal par
Conney ont démontré que certains produits chimiques provoquaient une élévation
du taux de métabolisme de certains stéroïdes et médicaments observé au sein des
fractions microsomiques du foie.’6 Le phénobarbital et le 3-méthylcholanthrene
furent ainsi reconnus à titre d’inducteurs hautement efficaces du métabolisme
hépatique de certains substrats. Par la suite, Alvarez grâce à ses travaux avec des
foies de rat prétraités au 3-méthylcholantrène fournira l’évidence de l’existence de
nombreuses formes de cytochromes P450 dans les microsomes hépatiques.’7 En
fait, le pigment présent dans les microsomes hépatiques d’animaux prétraités au 3-
méthylcholantrène avait une absorption maximale à 448 nrn et non à 450 nm,
suggérant alors la présence de plus d’une enzyme du cytochrome P450.
L’isolation des différentes isoenzymes du cytochrome P450 deviendra ensuite une
préoccupation dominante de plusieurs laboratoires. Les percées technologiques
dans le domaine de la biologie moléculaire observées au début des années quatre
vingt ont ainsi permis la caractérisation de diverses isoformes du cytochrome
P450.’8”9
En bref, il y a à peine 40 ans, les données scientifiques suggéraient
l’existence d’une seule enzyme du cytochrorne P450 agissant à titre d’oxydase
commune pour plusieurs réactions de monooxydation. Les études sur le
cytochrome P450 ont permis une explosion de connaissances et à ce jour, plus de
1000 isoformes sont connus chacun pouvant catalyser un type de réaction pour un
9nombre limité de produits chimiques et ce, pour plus de 200 000 substrats
identifiés.1’2°
1.3 PRoPRIÉTÉs BIOCHIMIQUES
Les cytochromes P450 sont constitués de deux parties principales: tout
d’abord, une partie prosthétique représentée par un groupement hème et la
seconde partie est l’apoprotéine, portion de la protéine dépourvue d’activité
catalytique (Figure 2). Le groupement hème sert de groupe prosthétique pour de
nombreuses hémoprotéines essentielles à la vie. Les protéines contenant un
groupement hème sont impliquées dans un éventail remarquable de fonctions
biologiques incluant: la liaison de l’oxygène par l’hémoglobine et la myoglobine;
des réactions métaboliques impliquant l’oxygène telles les monooxygénases et les
peroxidases; la transmission d’un signal associé à des cascades de régulation dont
la gyanulate cyclase et l’oxide nitrique synthase; et tes réactions avec transfert
d’électrons par les cytochromes.21 De fait, toutes les isoformes du cytochrome
P450 possèdent un groupement prosthétique hème identique et elles se distinguent
grâce des structures différentes dans l’apoprotéine laquelle confère la spécificité
de chaque isoenzyme pour ses substrats.
Des homologies de structure sont observées parmi les différentes enzymes
du cytochrome P450. Premièrement, ces protéines ont un poids moléculaire
d’environ 57 000 kd et contiennent toutes approximativement 500 acides aminés.8
Une molécule de cystéine située près du groupement carboxy-terminal de la
protéine fournit un atome de soufre essentiel au fer contenu dans l’hème.1 Le rôle
ainsi que l’importance d’un ligand thiolate dans l’activité catalytique des





Figure 2. Structure générale des cytochromes P450
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dernier est critique pour le bon fonctionnement de l’enzyme.22 En fait, le ligand
thiol altère la densité d’électrons de l’hème fournissant ainsi un champ
électronique nécessaire à l’activation de la molécule d’oxygène. Enfin, la partie
N-terminale de la protéine est riche en acides aminés hydrophobes: cette partie
agirait à titre de domaine spécifique dans la liaison de la protéine à la
membrane.1’8
Le groupement prosthétique hème est une sous-structure en intime
association avec le substrat puisque l’oxygène est activé et le substrat oxydé via
l’atome de fer.8 En général, une isoenzyme catalysera le métabolisme d’un
nombre limité de composés chimiques suggérant ainsi un rôle pour un site actif
géométrique unique pour une isoenzyme particulière.
Les cytochromes P450 chez les mammifères sont retroLivés dans le
réticulum endoplasmique et de façon moindre au niveau des mitochondries.23 Les
cytochromes P450 mitochondriales sont distinctes des cytochromes P450
microsomiques et ce, dans une même cellule. De plus, les cytochromes P450
mitochondriales sont davantage impliqués dans le métabolisme de stéroïdes et de
substrats physiologiques et ils ne semblent pas avoir d’activité significative dans
le métabolisme des xénobiotiques.8
Les cytochromes P450 sont exprimés dans la majorité des organes du
corps humain mais, certaines isoformes apparaissent spécifiques à certains
organes. Enfin, certains tissus comme le foie, les intestins et les glandes surrénales
expriment de grandes quantités de cytochrornes P450 et leur concentration excède
celle des autres hémoprotéines retrouvées dans ces organes.
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1.4 FoNcTioNs
Les cytochromes P450 participent au maintien de la santé et au bien-être
de l’individu. En fait chez l’humain, les isoenzymes du cytochrome P450 jouent
un rôle primordial d’une part, dans la biosynthèse de composés endogènes et
d’autre part, dans le métabolisme de nombreux composés exogènes tels que des
médicaments, des polluants environnementaux et l’alimentation. Bien que le
métabolisme de ces composés chimiqties résulte fréquemment en un processus de
détoxication, l’activité des cytochromes P450 peut également générer des
métabolites toxiques pouvant contribuer à augmenter la susceptibilité au cancer,
tératogénèse, mutagénèse et toxicité aux médicaments.
1.4.1 Composés endogènes
Toutes les isoenzymes du cytochrome P450 possèdent probablement une
ou plusieurs fonctions endogènes.24 Par exemple, certains cytochromes P450
participent au métabolisme de l’acide arachidonique qui est convertie en un peu
plus de 102 métabolites éicosanoïdes alors que d’autres isoenzymes sont
responsables de la biosynthèse d’acides bilaires à partir du cholestérol, de la
synthèse et/ou du métabolisme de la vitamine D3, des hormones stéroïdiennes et
de l’acide rétinoique.”24’25
1.4.2 Composés exogènes
Généralement, le processus de biotransformation concourt à la conversion
de xénobiotiques lipophiles en métabolites plus hydrosolubles permettant de
faciliter leur excrétion afin de diminuer la durée d’exposition ott encore, éviter
l’accumtilation du produit mère dans l’organisme. Le foie représente un organe
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d’importance dans le processus global de biotransformation lequel peut être divisé
en différentes phases. Les transformations métaboliques de phase I comprennent
les réactions d’oxydation, de réduction et d’hydrolyse et introduisent un
groupement fonctionnel ou réactif dans la molécule. Par ailleurs, les
transforrriations métaboliques de phase II sont habituellement des réactions de
conjugaison du produit mère ou d’un métabolite avec l’acide glucuronique, le
glutathion ou un sulfate. Les réactions de conjugaison facilitent le transport et
favorisent l’élimination par les voies rénales et biliaires. Les cytochromes P450
sont le système enzymatique majeur catalysant les réaction de phase I d’où leur
importance dans la protection de l’organisme face à l’intrusion de xénobiotiques.
1.5 CYCLE CATALYTIQUE
Les mécanismes par lesquels les cytochromes P450 catalysent les réactions
de phase I ont été largement élucidés bien que certains points demeurent encore
obscurs. Cependant, il est généralement bien accepté que le cycle de réactions des
cytochromes P450 a lieu suivant plusieurs étapes d’oxydo-réduction.
1.5.1 Étapes du cycle catalytique
Le cycle débute en présence d’un cytochrorne P450 à l’état ferrique (fe13)
(f igure 3). 1) Le substrat situé à proximité de cette enzyme se lie avec cette
dernière et ce, près de la région distale de l’hème. 2) Le complexe P450-substrat
est réduit par la fiavoprotéine NADPH-P450 réductase laquelle interagit
directement avec le cytochrome P450 dans le réticulum endoplasmique. La
NADPH-P450 réductase, une hémoprotéine oxydoréductase, est un composant du
























Figure 3. Cycle catalytique des cytochrornes P450
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qui catalyse le transfert d’électrons du NADPH au cytochrome P450. En fait, pour
la majorité des isoenzymes chez les mammifères, le cofacteur qui participe au
transfert d’électrons est la P450-réductase: l’électron provient du NADPH et le
flot d’électrons circule par le groupement prosthétique de la réductase du FAD au
fMN.22’23’26 Le cytochrome P450 devenu ferreux (Fe2) se lie avec l’oxygène
formant un complexe instable (feO22). 4) L’introduction d’un second électron
dans le complexe ternaire P450-dioxygène-substrat provient soit de la NADPH
P450 réductase ou du cytochrome b5. 5) Un proton est ensuite ajouté. 6) Scission
du lien O-O (feO-OH) pour générer un composé réactif (fe03) lequeL attaque
généralement le lien carbone-hydrogène du substrat à l’hème. 7) Oxydation du
substrat et le produit se dissocie de l’enzyme.
1.5.2 Cytochrome b5
Tout comme pour la flavoprotéine NADPH-P450 réductase, le cytochrome
b5, une hémoprotéine, est impliqué dans le transfert d’électrons lors de réactions
d’oxydation. Toutefois, son rôle dans le cycle catalytique du cytochrorne P450
demeure encore mal compris. Le cytochrome b5 est une petite protéine de 130
acides aminés formée de 2 domaines, soit la partie N-terminale qui est une région
hydrophile contenant L’hème et une portion lipophile carboxy-terminale qui
interagit avec la membrane.27’28 Chez l’humain, cette protéine est retrouvée dans
la membrane du réticulum endoplasmique. Il existe de nombreuses formes de
cytochromes b5 possédant un haut degré d’homologie entre elles, soit 93-98% de
similarité dans leur séquence protéique.29 En plus d’intervenir dans le processus
de transfert d’électrons dans certaines réactions d’oxydation et de catabolisme de
xénobiotiques, le cytochrome b5 est impliqué dans la biosynthèse d’acide gras, de
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stéroïdes, de plasmogènes et au niveau de réactions de type lyase dans les tissus
sexuels.30’3’
L’intérêt pour le cytochrome b5 provient du fait que diverses isoenzymes
du cytochrome P450 et plusieurs substrats requièrent obligatoirement la présence
de ce cofacteur. Jusqu’ici, quatre mécanismes d’action permettant d’expliquer le
rôle du cytochrome b5 ont été proposés. 1) Le cytochrome b5 pourrait intervenir
lors du premier transfert d’électron dans le cycle catalytique de monooxydation
des cytochromes P450 (transfert directement d’un électron de la NADPH-CYPb5
réductase au cytochrome P450).30’31 2) 11 interviendrait comme mentionné
précédemment, lors du transfert du second électron.30’3’ Il fournirait alors
l’électron plus rapidement limitant ainsi le taux de formation d’anion superoxide
(diminution uncoupling) et permettant une formation augmentée de produits.
Cette réduction du taux de formation d’anion superoxide pourrait également
s’expliquer par un complexe oxycytochrome P450 plus stable. 3) La formation
d’un complexe avec les 2 hémoprotéines entre le cytochrome b5 et le cytochrome
P450 penriettrait d’accepter les électrons directement de la NADPH-P450
réductase.31 Lorsque non complexé, le cytochrome P450 accepte l’électron de la
réductase, se dissocie de cette dernière, se lie avec l’oxygène et se réassocie avec
la réductase afin d’accepter l’autre électron. 4) Il agirait non plus comme
transporteur d’électrons mais à titre d’effecteur suggérant alors un rôle
structural.30’32 Certaines expériences in vitro avec des isoenzymes purifiées ont
démontré que la stimulation de l’activité catalytique pouvait également survenir
avec l’apo-cytochrome b5 (dépourvu du groupement hème). À l’inverse, pour
certaines isoformes du cytochrome P450, l’apo-cytochrome b5 ne pouvait
remplacer le cytochrome b5.3235
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1.6 RÉACTIONS CATALYSÉES
Les réactions catalysées par les cytochromes P450 dépendent du substrat et
de la forme du cytochrome P450. De plus, un même substrat peut être métabolisé
à différentes positions et ce, par plusieurs enzymes du cytochrome P450. Les
types de substrats varient selon tes cytochromes P450 impliqués. Des isoenzymes
catalysent des réactions qui leur sont propres et par conséquent, métabolisent des
substrats qui leur sont spécifiques pour un type de réaction donné.
Une caractéristique importante de la superfamitle des cytochromes P450
est le nombre élevé et la variété de réactions métaboliques catalysées via ces
isoenzyrnes. Même en considérant les similitudes dans la structure des milliers de
substrats, il demeure que le nombre de réactions est encore considérable.
L’oxydation constitue la réaction la plus commune, toutefois les cytochromes
P450 peuvent également catalyser des réactions inhabituelles telles que la
réduction, la déhalogénation, la déshydrogénation et plus rarement des oxydations
menant à des ouvertures ou des formations de cycles.23
1.6.1 Réactions communes
La majorité des réactions d’oxydation catalysées par les cytochromes P450
sont des hydroxylations de composés aromatiques ou aliphatiques et des N
hydroxylations de produits aminés ou des amides. La C-oxydation est la plus
fréquente menant souvent à la formation d’un alcool. Bien qu’il existe des
exemples de son implication dans la bioactivation de composés toxiques,
l’hydroxylation du carbone est généralement considérée comme une réaction de
détoxication.36’37 Les connaissances antérieures assumaient que plusieurs N- et S
oxydations étaient effectuées par une monooxygénase contenant la flavine (flavin
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containing monooxygenase, fMO) retrouvée dans les préparations
microsomiques. Cependant, les évidences actuelles concluent que ces réactions
sont également catalysées par les cytochromes P450.23,38 En effet, les cytochromes
P450 ont actssi la capacité de catalyser des réactions d’oxydation au niveau de
l’azote, du soufre, du phosphore et de l’iode.
Il existe d’autres réactions communément catalysées par les cytochromes
P450 dont la désalkylation qui consiste en l’hydroxylation d’un carbone adjacent
à un hétéroatome ainsi que la formation d’époxides par des composés possédant
des carbones insaturés dans leur structure. $ En ce qui concerne la désalkylation, il
est rapporté que la libération d’un hétéroatome engendrée suite à cette réaction
peut résulter tant en la bioactivation que la détoxication d’un substrat.23 D’autre
part, un intérêt particulier est porté à l’époxidation puisque les produits formés
peuvent être très instables et interagir avec des macromolécules. D’ailleurs, ces
réactions sont fréquemment observées dans l’activation de plcLsieurs composés
chimiques carcinogènes par les cytochromes P450.39
1.6.2 Réactions inhabituelles
Même si les cytochromes P450 ne participent pas abondamment aux
réactions de réduction de composés endogènes, leur implication dans une diversité
de réactions de réduction de proditits endogènes demeure importante.23 D’ailleurs,
des études récentes ont démontré que les cytochromes P450 seraient impliqués
dans des réactions de déshydrogénation (ou désaturation). La déshydrogénation
est importante dans le métabolisme des acides gras et dans le métabolisme
intermédiaire impliquant habituellement des flavoprotéines ou des protéines sans
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groupement hème. Il a été rapporté que l’acide vaiproique ainsi que la warfarine
étaient sujets à ce type de réaction.40’41
En somme, les cytochromes P450 constitttent le système enzymatique en
importance impliqué dans le métabolisme des xénobiotiques. Ce système
enzymatique est caractérisé entre autres par une versatilité importante dans les
diverses réactions qu’il catalyse qui est rendue possible grâce au nombre
considérable de membres, isoenzymes, qui le compose. Chez l’humain, les
familles majeures impliquées dans le métabolisme des médicaments sont les
CYP1, CYP2 et CYP3. La sous-famille CYP3A est de loin la famille en
importance contribuant au métabolisme des médicaments.
2. CYT0CHR0MEs CYP3A
2.1 FAMILLE CYP3A
Les études d’induction enzymatique effectuées avec le phénobarbital ont
contribué à la découverte et la caractérisation de la famille CYP3A. De fait, dans
les années soixante-dix, la purification et la caractérisation des propriétés
biochimiques des isoenzymes étaient limitées aux deux formes majeures connus
de cytochromes P450 présents chez l’animal traité avec le phénobarbital ou le 3-
méthylcholanthrène qui représentaient les deux classes d’inducteurs. Ensuite, au
début des années quatre-vingt, des études ont rapporté une induction de l’enzyme
nommée à ce moment P450 phénobarbital, chez des rats traités avec un stéroïde
synthétique, la I 6Œ-carbonitrile prégnenolone.38’42 Le caractère inductible de cette
famille constituait alors une propriété importante. Par la suite, certains chercheurs
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ont porté un intérêt à la nifédipine puisque son métabolisme présentait une
variabilité importante parmi les individus. Basé sur sa capacité à catalyser
l’oxydation de la nifédipine, le cytochrome P450 nifédipine oxydase fut isolé chez
les microsomes hépatiques humains.’8’19 Suite à ces travaux de recherche,
certaines évidences suggéreraient que le cytochrome P450 nifédipine oxydase
était l’enzyme majeure responsable de l’activité hépatique chez l’humain. Ainsi,
les études indiquaient que le cytochrome P450 nifédipine oxydase appartenait à la
famille de cytochrome P450 dénommée auparavant P450 phénobarbital puis 16a-
carbonitrile prégnenolone et maintenant connue sous le nom de CYP3A.
Chez l’humain, les enzymes de la sous-famille CYP3A jouent un rôle
dominant dans l’élimination métabolique de près de 50% des médicaments utilisés
en clinique.43 L’intérêt marqué pour cette famille est relié entre autres par sa
contribution importante au premier passage hépatique régissant la biodisponibilité
des médicaments pris par voie orale.
2.1.1 Isoenzymes de la famille CYP3A
Jusqu’à présent, quatorze différents gènes appartenant à la famille CYP3A
ont été caractérisés chez le rat, la souris, le lapin, le hamster, la gerboise, le chien,
le mouton, la truite, la grenouille, le singe et l’homme.4447 Chez l’humain, au
moins cinq gènes ont été identifiés incluant 3A3, 3A4, 3A5, 3A7 et 3A43.’9’4752
Les membres de cette sous-famille présentent une similarité supérieure à 80%
dans leur séquence protéique. Les gènes CYP3A3 et CYF3A4 possèdent une
homologie dans leur séquence d’acides aminés s’élevant à 98%. z18 D’ailleurs, le
CYP3A3 est davantage considéré comme un variant allélique du CYP3A4.
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Le CYP3A7 est l’enzyme majeure de la sous-famille CYP3A exprimé
dans le foie du foetus où le CYP3A4 est absent.54 Bien que l’isoenzyme CYP3A7
ait été détectée chez quelques adultes, elle présente généralement une activité
significativement réduite après la naissance.54’55 Le mécanisme impliqué dans la
répression de l’expression du gène CYP3A7 est inconnu. Elle a également été
retrouvée dans le placenta et le tissu endométriale avec des niveaux d’ARNm et
de protéines augmentés durant la grossesse et lors de certains moments
spécifiques du cycle menstruel.55
Le rôle et la contribution du CYP3A43 ne sont pas encore élucidés. Celle
protéine a récemment été identifiée et détectée au niveau de la prostate, du
pancréas, du rein et du foie. 47,56 Il semble que celle isoenzyme contribuerait peu
au métabolisme des xénobiotiques.57
L’expression importante du CYP3A4 dans les principaux organes
contribuant au métabolisme des médicaments ainsi que sa contribution à la
biotransformation de nombreux substrats font de celle isoenzyme, l’isoforme
majeure de la sous-famille CYP3A. En effet, celle isoenzyme représente plus de
30% et même jusqu’à 70% des cytochrornes hépatiques totaux. 58-6 1 La présence
du CYP3A4 au niveau des hépatocytes du foie et des entérocytes apicales du petit
intestin contribue au rôle significatif qu’il joue dans le métabolisme
présystémique des médicaments. Celle isoenzyme a aussi été retrouvée dans
l’estomac, l’oesophage et le colon où elle représente respectivement 4.3%, 2.5% et
1 .5% du niveau hépatique.62 Par ailleurs, seules des traces de l’isoenzyme
CYP3A4 ont été détectées dans les reins. Une homologie s’élevant à 89%
caractérise la séquence de nucléotides des CYP3A4 et CYP3A5. L’isoenzyme
CYP3A5 est retrouvée dans les poumons où elle constitue l’isoforme
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prédominante, dans l’estomac, les reins, et plus faiblement dans le petit intestin et
le foie.6366 En fait chez les caucasiens, elle n’est détectable que chez seulement
30% des foies. Toutefois, certaines études indiquent que l’isoenzyme CYP3A5
lorsqu’exprimée peut représenter jusqu’à 50% du contenu total en CYP3A.67
2.1.2 Structure
Les isoenzymes du CYP3A sont impliquées dans une grand nombre de
réactions diverses telles que l’oxydation aliphatique, t’hydroxylation aromatique,
la N-désalkylation, la 0-déméthylation, la S-déméthylation, la désamination
oxydative, la formation de sulfoxide, la N-oxydation et la N-hydroxylation.68 Des
chercheurs expliqtient la versatilité métabolique de la sous-famille CYP3A par la
présence d’un large site actif permettant la liaison avec des molécules de diverses
structures.43 Ainsi, la grande poche proposée à titre de site actif de l’isoenzyrne
CYP3A4 lui permettrait de recevoir des substrats de tailles et de structures variées
tout en maintenant une certaine régiosélectivité.69’7° D’ailleurs, la grande taille du
site actif pourrait être responsable du phénomène de chevauchement dans la
sélectivité des substrats observé parmi les isoenzymes CYP3A.
Certains proposent la présence de deux sites distincts, l’un liant le substrat
et l’autre liant un effecteur.71’72 Dans ce modèle, seulement le substrat aurait accès
à l’oxygène.71 D’autres suggèrent qu’il y aurait au moins deux régions
structurellement séparées responsables de l’orientation du substrat et de la liaison
à l’intérieur du site actif. L’une ou plusieurs de ces régions posséderaient un large
domaine hydrophobe pouvant recevoir des substrats démontrant une
autoactivation.73 Enfin, certaines études indiquent qu’il y aurait un site actif
comprenant deux sous-poches (2 pochettes à l’intérieure de la même grande
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poche/site actif) pouvant lier tes substrats et une région pour un effecteur. En
bref, ces hypothèses se rejoignent sur certains points soit, la présence d’un
domaine hydrophobe important pour l’activation de l’enzyme et l’existence de
l’isoenzyme CYP3A4 sous plusieurs conformations.73’7577
En général, les isoenzymes de la sous-famille CYP3A ont démontré des
similitudes au niveau de la spécificité des substrats et dans leur cinétique
métabolique suggérant ainsi une certaine similarité dans leur structure. De fait,
plusieurs chercheurs ont trouvé des similarités dans l’activité des CYP3As avec
divers substrats.78 Cependant, il a été proposé que te CYP3A4 posséderait des
conformations multiples lesquelles seraient influencées par des effecteurs
allostériques. Ainsi, des observations ont rapporté que les conditions des essais in
vitro pouvaient avoir un impact considérable sur la conformation du CYP3A4 et
donc, sa capacité métabolique ce qui ne permettrait pas une comparaison adéquate
entre les résultats des différentes études. De fait, une étude utilisant des conditions
standards et représentatives des constituants retrouvés dans les microsomes
hépatiques humains a été développée afin de décrire adéquatement les cinétiques
respectives pour les isoenzymes de la sous-famille CYP3A.79 En fait, pour
comparer les activités métaboliques in vifro des différentes isoformes CYP3A et
afin de pouvoir extrapoler leurs résultats en situation in vivo, des chercheurs ont
reproduit un milieu d’incubation similaire aux microsomes hépatiques humains, et
cela, en utilisant un ratio d’enzymes purifiées recombinantes (CYP3A4, CYP3A5
ou CYP3A7), de P450 réductase et de cytochrome b5 représentatif. Ainsi, tes
différences observées dans les paramètres cinétiques pour chacune des
isoenzymes CYP3A sont alors attribuables aux différences dans l’activité
métabolique. D’ailLeurs, il est maintenant bien établi que l’activité des isoformes
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CYP3A et le métabolisme de certains substrats sont sensibles aux conditions dans
lesquelles sont effectuées les incubations.80’8’
Ainsi, malgré des taux de similitudes relativement élevés dans la
composition de leurs acides aminés, les principales isoenzymes de la sous-famille
CYP3A présentent des différences dans la régiospécificité de l’oxydation de
différents substrats.78’79 En effet, des différences dans la biotransformation de
certains substrats des isoenzymes CYP3As comme la testostérone,
l’éthinylestradiol et le midazolam ont été observées in vitro .78’79’82Des études ont
démontré une activité métabolique généralement réduite ou égaLe pour le
CYP3A5 et significativement inférieure pour le CYP3A7 comparativement au
CYP3A4.78’79
2.2 SuBsTRATs
Il est reconnu que les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 présentant
plusieurs similitudes au niveau de leur structure partagent le métabolisme de
plusieurs substrats. Effectivement, il existe un chevauchement dans la spécificité
des substrats pour ces isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5. Jusqu’ici, il demeurait
difficile de séparer leur contribution relative puisqu’aucun substrat spécifique n’a
démontré pouvoir séparer leur activité respective. Par conséquent, tes isoenzymes
CYP3A4/5 seront traitées ensemble.
Plus de 150 médicaments sont des substrats des CYP3A4/5 tels que des
anesthésiques, des antagonistes calciques, des antihistaminiques de deuxième
génération, des corticostéroïdes, des immunosuppresseurs, des inhibiteurs de la
protéase au VIT-T, des inhibiteurs de la HMG-CoA réductase, des inhibiteurs
sélectifs de la recapture de la sérotonine, des modulateurs de la motilité gastrique,
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te sildénafil, ainsi que certaines benzodiazépines (Tableau l).2568 Ces isoenzymes
sont responsables du métabolisme non seulement de nombreux médicaments mais
également de stéroïdes endogènes et de carcinogènes comme les pesticides dont le
parathion et l’aldrin, te détergent non ionique Triton N-101, la mycotoxine
aflatoxine B1, le benzo(a)pyrène 7,8 diol, le 1-nitropyrène, le 6-aminochrysène,
l’agent chim iothérapeutique morphol inodoxorobucin, la testostérone et t’ éthinyl
estradiol.’8’25’8391 Les antifongiques de type azole, des antibiotiques macrolides et
le jus de pamplemousse ont la capacité d’inhiber l’activité des CYP3A4/5.
Quelques agents pharmacologiques et des produits naturels sont des inducteurs
des isoenzymes CYP3A4/5, dont les barbituriques, la carbamazépine, la
phénytoine, le rifampin et le millepertuis.25’68
2.3 VARIABILITÉ INTERINDIVIDUELLE
Une variabilité interindividuelle dans le contenu ou ta fonction de
l’enzyme peut avoir un impact important sur le devenir du médicament dans
l’organisme et potentiellement affecter son profil d’efficacité et de toxicité.
L’activité catalytique des isoenzymes CYP3A4/5 varie largement parmi les
individus. En effet, l’expression de celle protéine peut varier jusqu’à 40 fois entre
différents foies et tissus intestinaux (figure 4)629293 De plus, il est possible de
retrouver des variations dans son activité pouvant s’élever de 90 fois.94 La
variabilité dans l’expression des CYP3A4 et CYP3A5 sont le reflet complexe de
facteurs environnementaux et génétiques. La présence de ces facteurs contribue
probablement à ces variabilités observées dans la cinétique de plusieurs substrats
des CYP3A4!5.
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Érythromycine Amiodarone Félodipine Alprazolam Barbituriques
CÏarithrornycine Diltiazem Nifédipine Diazépam Carbamazépine
Télithromycine Vérapamil Nicardipine Midazolam Dexaméthasone
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Fluconazole Nelfinavir Atorvastatine Citalopram Rifampin
Kétoconazole Ritonavir Lovastatine Mirtazapine Troglitazone
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Figure 4. Variabilité dans l’expression des isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 dans
des foies de différents individus. (adapté de Lin et al).a
Lin Y S, Dowiing S, Quigley S D, Farin f M, Zhang J, Lamba J, Schuetz E G, Thurnmel K E.
Co-regulation of CYP3A4 and CYP3A5 and contribution to hepatic and intestinal midazolam
metabolisrn. Mol Pharmacol 2002;62:162-72.






2.3.1 Jus de pamplemousse
De nombreuses études ont démontré la capacité du jus de pamplemousse à
augmenter la biodisponibilité orale des médicaments en inhibant leur métabolisme
au niveau présystémique. Plusieurs furocoumarines contenues dans le jus de
pamplemousse dont les plus abondantes sont le bergamottin et le 6’,7’-
dihydrobergamottin constituent des inhibiteurs efficaces de l’activité in vitro des
CYP3A4/5.95 In vivo, il semble qu’une combinaison de plusieurs composés serait
importante.95 En effet, l’inhibition des CYP3A4/5 ne peut pas être attribuée qu’au
bergamottin puisque le jus de lime concentré en bergamottin produit moins
d’interaction avec la félodipine, substrat des CYP3A4/5, comparativement au jus
de pamplemousse.95 Cet effet paraît spécifique au jus de pamplemousse puisque
les autres jus dérivés de citrus tels que t’orange et l’orange de Séville n’affectent
pas l’activité des isoenzymes CYP3A4/5.9698
Les médicaments administrés par voie orale et possédant un haut
coefficient d’extraction hépatique sont davantage affectés par la prise
concomitante de jus de pamplemousse. Par exemple, la simvastatine dont la
biodisponibilité est d’environ 5% peut voir ses concentrations plasmatiques
s’élever de vingt fois suite à l’inhibition de son métabolisme par le jus de
pamplemousse. À l’inverse, la prise de jus de pamplemousse n’affecte pas les
paramètres phanriacocinétiques de la cyclosporine ou du midazolam suivant leur
administration par voie intraveineuse.99’100 Cet exemple indique que les
médicaments avec une biodisponibilité faible à modérée seront davantage affectés
par les interactions qui modifieront leur premier passage hépatique et par
conséquent, entraîneront une augmentation de leur concentration maximale. De
plus, le meilleur effet sur la biodisponibilité orale est observé lorsque le jus de
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pamplemousse est administré quelques heures avant ou en concomitance avec le
médicament.’°’
2.3.2 Produits naturels
Depuis longtemps, l’ail est utilisé pour ses propriétés médicinales dont son
activité chimiopréventive contre le cancer. L’un des mécanismes d’action proposé
par lequel l’ail et ses constituants pourraient avoir cet effet protecteur est relié à
une modulation de l’activité des enzymes responsables du métabolisme des
xénobiotiques.’°2’103 Une étude rapporte que les isoenzymes CYP3A4/5 sont
induites suivant l’administration de dyallisulfide, un composant de l’ail.104
L’huile de menthe poivrée utilisée pour divers troubles gastrointestinaux
serait un inhibiteur potentiel et réversible des isoenzymes CYP3A4/5.105 En fait,
l’huile de menthe poivrée et certains de ses constituants tels que le menthyl
acétate et le menthol constituent des substrats avec une affinité élevée pour ces
isoenzymes. Les kavalactones de Piper methysticum, soit le Kava-Kava qui est un
produit naturel utilisé pour ses propriétés anxiolytiques, inhibent également
l’activité des CYP3A4/5.106
Depuis quelques années, le millepertuis (Hypericum perforatum) grâce à
ses propriétés d’antidépresseur naturel connaît une popularité importante auprès
de la population. Une induction de l’activité catalytique des CYP3A4I5
hépatiques et intestinales a été observée suite à l’administration continue de
millepertuis.’05”07”08 Les propriétés inductrices des extraits d’Hypericum seraient
causées par Ï’hyperforin et possiblernent l’adhyperforin.’°7 D’après des études
effectuées in vitro, certains chercheurs suggèrent que l’hyperforin, un composant
liposoltible abondamment retrouvé dans le millepertuis, en se liant au récepteur
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nucléaire PXR (steroid pregnane receptor), entraîne une induction significative
des CYP3A4/5.’°8’°9 La co-administration de millepertuis avec d’autres
médicaments substrats des CYP3A4I5 peut avoir des répercussions majeures sur
la réussite d’un traitement pharmacologique. En effet, chez des patients ayant
subit une transplantation, des rejets d’organes ont été rapportés suivant
l’administration concomitante de millepertuis et de cyclosporine, un
immunosuppresseur)’°’11’
2.3.3 Facteurs endogènes
Les cytokines dont les interleukines, les facteurs cytotoxiques et les
interférons sont impliqués en phase aiguê de la réponse à une infection,
l’inflammation ou encore une blessure.’12 Il a été démontré que les niveaux de
cytokines dont les interleukines ILI, 1L2, 1L6 et IL0, le facteur de nécrose
tumorale (TNF ci) et l’interféron y ont diminué significativement l’activité des
CYP3As*’3”9 De plus, la présence de maladies inflammatoires de l’intestin de
même que la cirrhose hépatique sont connues comme des facteurs pouvant
diminuer le contenu et l’activité des isoenzymes CYP3A4/5 dans ces tissus.120’121
Également, l’insuffisance rénale a été associée à une réduction de la clairance
hépatique pour des médicaments métabolisés par les CYP3A4/5.122 Certains
chercheurs ont suggéré que l’accumulation de toxines urémiques pourraient
affecter des fonctions hépatiques tels que les enzymes CYP3As, soit en diminuant




Puisqu’il existe peu de données concernant l’influence des facteurs
environnementaux sur les CYP3A4!5 hépatiques et intestinaux, seule 1’ isoenzyme
CYP3A5 pulmonaire sera traitée dans cette section. Le CYP3A5 pulmonaire est
régulé par des médicaments, des facteurs environnementaux et des facteurs
génétiques. En effet, des études ont démontré que l’isoenzyme CYP3A5 est
induite par des glucocorticoides synthétiques comme les médicaments utilisés
dans le traitement de l’asthme. De plus, cette isoenzyme est impliquée dans la
biotransformation de certains composés procarcinogènes contenus dans la fumée
de cigarette (PAH et 4-(méthylnitrosamino)- 1 -(3-pyridyl)- 1 -butanone). Des
chercheurs ont émis alors l’hypothèse que l’isoenzyme CYP3A5 pulmonaire
induite in vivo par les glucocorticoides pourrait contribuer à la susceptibilité de
développer un cancer du poumon chez les patients utilisant des glucocorticoides
inhalés ou systémiques)23’25 Par ailleurs, il est rapporté que la fumée de cigarette
diminuait les niveaux de CYP3A5 dans les macrophages alvéolaires par un
mécanisme encore inconnu.123’126 Ainsi, l’expression de cette isoenzyme chez le
fumeur était seulement à 7% du niveau de CYP3A5 retrouvé chez le non-
123fumeur.
2.3.5 Génétique
La notion de polymorphisme génétique fait référence à une variabilité




Contrairement à d’autres cytochromes P450 humains impliqués dans le
métabolisme des médicaments comme les CYP2C9, 2C19 et 2D6, l’isoenzyme
CYP3A4 ne semble pas subir l’influence de polymorphismes génétiques. Il n’y a
pas d’évidence d’allèle nul pour le gène CYP3A4 et les résultats d’études récentes
suggèrent une contribution limitée des différents variants du CYP3A4 dans la
variabilité de l’activité de cette isoenzyme chez les caucasiens.127
L’activité de l’isoforme CYP3A4 est corrélée avec les concentrations
d’ARNm du CYP3A4, indiquant ainsi que le contrôle transcriptionnel est le
mécanisme primaire pour la régulation de l’expression du CYP3A4.67 Les régions
promotrices des CYP3A4, CYF3A5 et CYP3A 7 contiennent plusieurs sites de
liaison pour des facteurs transcriptionnels. 48128 D’ailleurs, un récepteur nucléaire
récemment découvert, soit le PXR/SXR, (pregnane X-receptor/steroid and
xenobiotic receptor) semble important dans la régulation de la protéine
CYP3A4)29”3°
Des chercheurs avaient émis l’hypothèse que des polymorphismes
affectant l’activité du CYP3A4 pourraient être présents dans les séquences
régulant l’ADN. Parmi les six SNP identifiés, soit CYF3A4*]B, CYF3A4*lc,
CYP3A4*1D, CYF3A4*1E, CYP3A4*JF et CYF3A4*153, seul le CYF3A4*]B a
été étudié afin d’évaluer son effet sur l’activité catalytique in vivo, étant donné
que les autres variants alléliques possèdent une fréquence très faible chez les
caucasiens.57 La fréquence allélique CYP3A4*]3 varie parmi les différentes
ethnies: absente chez les chinois, les chinois-américains et japonais-américains,
2-10% les caucasiens, 9-11% les hispano-américains et 35-67% les africain
américains. 131-136
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L’aIlèle CYP3A4*JB avait été originalement associé à une activité altérée
du CYP3A4 hépatique, cependant cette hypothèse demeure très
controversée.’31’132’137’138 Comme les allèles CYF3A4*]B et CYP3A5*1 peuvent
être présents chez un même individu, il fut alors proposé que le génotype du
CYP3A5 serait le facteur détenninant influençant l’activité fonctionnelle du
CYP3A. D’ailleurs, différentes études n’ont pu associer véritablement des
modifications dans le métabolisme des substrats CYP3A avec la présence de
CYF3A4*JB. Cependant, la littérature rapporte une association de ce variant avec
diverses maladies incluant le cancer de la prostate, des leucémies et une puberté
précoce. 132,139-142
Jusqu’à présent, 18 mutations ont été identifiées dans la région codante du
gène CYP3A4. La fréqcience allélique est relativement faible dans la plupart des
populations étudiées (<5%) et ce, surtout dans la population caucasienne
(<1%).127135136143144 Les changements observés dans l’activité catalytique du
CYP3A4 parmi les différents variants alléliques de la région codante sont
modestes à nuls.’27’135’136’145 Considérant l’influence modeste et la faible fréquence
allélique de ces variants, il semble que ces mutations ne constituent pas une cause
importante dans la variabilité interindividuelle observée pour le CYP3A4 dans la
population.
CYP3A5
Depuis plusieurs années déjà, l’expression polymorphique du CYP3A5
chez l’humain est reconnue. Certaines expériences indiquent une grande variation
dans l’expression de l’isoenzyme CYP3A5. En effet, des analyses
d’immunobuvardage et de Nothem blot ont détecté l’expression du CYP3A5 chez
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seulement 10 à 30% des foies humains.52’82’146 Le polymorphisme du CYF3A5
s’étend parmi les différentes ethnies; 10-30% des caucasiens, 30% des japonais et
50-60% des africain-américains expriment l’isoenzyme.
La mutation la plus fréquente se situe dans un intron et correspond à
l’allèle CYF3A5*3. Celle mutation crée un site d’épissage alternatif dans le pré
ARNm produisant alors un ARNm aberrant occasionné par l’apparition précoce
d’un codon stop. Les individus homozygotes pour l’allèle CYP3A5*3 présentent
un niveau de protéine CYP3A5 faible à nulle. 67 Il possède une fréquence allèlique
variant selon les ethnies: 27-50% Africain-américains, 70-90% Caucasiens, 71-
85% Japonais, 65-75% Chinois, 75% Coréens et 75% Mexicains.67”47’5° Ce
variant allélique est actuellement plus prévalent que l’allèle sauvage, le
CYP3A5*1, pour la majorité des populations. La fréquence de l’allèle sauvage
s’élève à 10-30% chez les Caucasiens, 50% les Africain-américains, 25-35% les
Chinois, 15% les Japonais, 25% les Mexicains et 60% les Indien-américains
comparé à 41% chez les Indiens.67’94”4915’ Seuls les individus avec au moins un
allèle sauvage CYP3A5*1 expriment de grandes quantités de l’enzyme.
Lorsqu’exprimée, l’isoenzyme CYP3A5 représente plus de 50% du contenu total
hépatique en CYP3A. 67 Ainsi, chez les individus avec un allèle CYP3A5*1, le
CYP3A5 contribue significativement au contenu en CYP3A de même qu’à
l’activité catalytique.
L’allèle CYP3A5*6 a été identifié chez seulement 13% d’Africain
américains et était absent auprès des Caucasiens, des Japonais et des
Chinois.67’94’149’150 Ce variant allèlique génère un ARNrn dans lequel un exon est
épissé. La délétion de l’exon résulte en une protéine tronquée. Quant à l’allèle
CYP3A5*2, il n’a été rapporté que dans une seule étude suggérant que celle
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mutation est le résultat d’un changement d’acide aminé, T39$A, qui affecterait la
stabilité de la protéine CYP3A5 et serait ainsi responsable du faible contenu
hépatique de la protéine. Sa fréquence allèlique était de 1,9% chez les
Caucasiens.152 Il existe plusieurs autres mutations pour le gène CYP3A5,
cependant elles sont beaucoup plus rares (CYP3A5*4, CYP3A5*5 et CYP3A5*7).
2.4 SUBSTRATS MARQUEURS
Les isoenzymes CYP3A4/5 en plus d’être responsables du métabolisme de
nombreux médicaments, possèdent plusieurs substrats communs. De plus, ces
isoenzymes présentent une variabilité interindividuelle importante dans la réponse
pharmacologique à une thérapie médicamenteuse. Celle variabilité peut être
attribuée entre autres à des facteurs génétiques, environnementaux et
pathophysiologiques. Bien que les CYP3A4 et CYP3A5 aient des activités
catalytiques similaires, elles peuvent se distinguer par leur clairance intrinsèque
pour divers substrats et leur régiospécificité. Étant donné que ces différences
interindividuefles ont des implications majeures dans le succès d’un traitement
pharmacologique et déterminent également la susceptibilité à certaines maladies,
le génotypage et/ou le phénotypage deviennent des outils importants en clinique.
Bien qu’il soit plus ardti à réaliser que le génotype, le phénotype fournit une
information clinique plus complète puisqu’il donne un reflet de tous les facteurs
combinés tels que l’environnement, la génétique, l’alimentation et les facteurs
endogènes pouvant affecter l’activité de l’isoenzyme. De plus, sachant que
I’isoforme CYP3A4 ne subirait pas l’influence de polymorphismes, soit une
distribution unimodale caractérisant l’activité catalytique du CYP3A4, les
différences interindividuelles sont davantage influencées par des facteurs
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environnementaux ou endogènes et par conséquent, le phénotype s’avère “outil
plus approprié. Jusqu’à aujourd’hui, quelques substrats marqueurs ont été
proposés afin de caractériser l’activité du CYP3A4/5. Toutefois, aucun ne permet
de distinguer précisément l’activité entre le CYP3A4 et le CYP3A5.
2.4.1 Définition
Le terme de substrat marqueur a été introduit en pharmacologie clinique
pendant tes années soixante-dix, au moment où émane un intérêt marqué pour les
facteurs influençant l’activité catalytique des enzymes impliquées dans le
métabolisme des drogues.’53 Un substrat marqueur fournit une information précise
dans le temps sur l’activité catalytique générale de l’enzyme permettant une
extrapolation du taux de métabolisme pour d’autres substrats de cette même
enzyme. Idéalement, e métabolisme du substrat marqueur est spécifique à une
isoenzyme, son utilisation in vivo est sécuritaire chez l’humain, les prélèvements
du substrat et son (ses) métabotite(s) à partir de liquides biologiques sont fiables
et faciles à exécuter et sa pharmacocinétique est principalement déterminée par
son métabolisme et non par le débit sanguin hépatique (un substrat à faible
coefficient d’extraction hépatique est indépendant du débit) ou sa liaison
protéique.153
2.4.2 Substrats marqueurs CYP3A4/5 proposés
Midazotam
Le métabolisme du midazolam, une benzodiazépine dont les voies
d’élimination prédominantes sont la I ‘-hydroxylation et la 4-hydroxylation, est
essentiellement médié par les isoenzymes du CYP3A. 78,154 Le métabolite
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principal retrouvé dans l’urine et le plasma est le métabolite conjugué du I’
hydroxymidazolam représentant plus de 90% de l’hydroxylation totale.155”56
Suivant la prise orale de midazolam, une estimation de l’activité intestinale et
hépatique des CYP3A4/5 est possible alors que l’administration intraveineuse
donne le reflet de l’activité hépatique seulement. Une évaluation précise de la
clairance du midazotam suivant une administration tant orale qu’intraveineuse
requiert une collecte de plusieurs échantillons plasmatiques. Différents ratios
plasmatiques ont été étudiés dont le ratio du l’-hydroxymidazolam/midazolam,
1 ‘-hydroxymidazolam/4-hydroxymidazolam ou encore I ‘-hydroxymidazolam +
4-hydroxyrnidazolam!midazolam afin de prédire le plus précisément l’activité des
CYP3A4I5. Étant donné que la détermination de la clairance totale du midazolam
requiert plus de huit échantillons plasmatiques, une étude a été réalisée afin
d’évaluer la possibilité d’utiliser un ratio métabolique urinaire de midazolam suite
à son administration intraveineuse. Les résultats ont été plutôt décevants
suggérant que l’utilisation du ratio métabolique urinaire du midazolam ne
constitue pas une mesure précise de l’activité CYP3A hépatique. Ceci
s’expliquerait principalement en raison du faible recouvrement urinaire du
midazolam et de ses métabolites.157 Il est important de mentionner que le
midazolam possède un coefficient d’extraction hépatique intermédiaire et par
conséquent, son élimination sera alors influencée par sa clairance intrinsèque, sa
fraction libre mais aussi par le débit sanguin hépatique lors d’une administration
intraveineuse. 158-160
Le midazolam serait métabolisé par l’isoenzyme CYP3A5 avec une
constante d’affinité (Km) similaire à celle du CYP3A4 mais posséderait une
activité catalytique différente pour chactine des isoenzymes.16’ II semble que le
3$
CYP3A5 catalysent préférablement la 1 ‘-hydroxylation du midazolam.78’162
D’ailleurs, une étude rapporte que te ratio des métabolites 1 ‘-hydroxylé et 4-
hydroxylé est influencé par la concentration du midazolam et du type
d’isoenzymes yp363 En effet, suite à des incubations in vitro de midazolam à
$ jtM en présence de sources enzymatiques CYP3A purifiées, le ratio 1’-
hydroxymidazolam/4-hydroxymidazolam obtenu avec des CYP3A4 purifiés
(supersomes CYP3A4) est d’environ 2.9 fois inférieur au ratio obtenu avec des
CYP3A5 purifiés (supersomes CYP3A5).67 De plus, la valeur moyenne du ratio
1 ‘-hydroxymidazolam/4-hydroxymidazolarn est plus élevée dans les foies de
caucasiens avec au moins un allèle sauvage CYF3A5*1 que celle mesurée avec
des foies d’individus possédant deux allèles mutants CYP3A5*3. Cependant à
faible concentration, la clairance in vitro pour la formation du métabotite 1’-
hydroxymidazolam était similaire pour le CYP3A4 et le CYP3A5.79
Une problématique importante de l’utilisation du midazolam est la
survenue d’effets indésirables non négligeables. De fait, à des concentrations de
$Ong/rnl, le patient présente de la sédation, de l’ataxie, de l’amnésie et une
relaxation musculaire.’64 Également, le recours à plusieurs collectes sanguines
limite son utilisation. Pour y remédier, certains chercheurs ont évalué la
possibilité d’utiliser une seule prise de sang afin de prédire la clairance du
midazolam chez l’individu.’65’67 Les résultats des différentes études sont
contradictoires. Alors qu’une étude démontre qu’une collecte unique de sang 4
heures suivant l’administration de midazolam constitue un reflet adéquat de son
métabolisme, d’autres chercheurs concluent qu’un échantillonnage plasmatique
unique n’est pas représentatif de la clairance du midazolarn.’65”66
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Erythrornyciiie
La voie d’élimination prédominante de l’érythromycine, un antibiotique
macrolide, semble être la N-déméthylation qui serait médiée exclusivement par les
CYP3A4I5.168 Une étude subséqtiente suggérait que ta N-déméthytation ne
paraissait pas être catalysée par Je CYP3A5 toutefois rien ne permet encore de
croire en cette spécificité absolue.82 Le test respiratoire à l’érythromycine afin de
déterminer le phénotype nécessite une procédure particulière. L’éiythromycine
marquée au carbone (14C) est administrée par voie intraveineuse. Par la suite,
l’activité des CYP3A4/5 est déterminée par la production de gaz carbonique
marqué (‘4C02) dans le gaz expiré résultant de la N-dérnethylation de ce substrat
marqueur. Actuellement, le test respiratoire à I’érythromycine est considéré
comme l’une des meilleures méthodes disponibles pour mesurer l’activité in vivo
des CYP3A4/5 hépatiques. Cependant, ce test ne mesure pas l’activité intestinale
des CYP3A4/5. Par conséquent, cette méthode ne peut prédire adéquatement le
métabolisme des substrats à haut coefficient d’extraction hépatique administrés
par voie orale. Par ailleurs, l’éiythromycine étant un substrat des glycoprotéines
P, transporteurs membranaires situés entre autres au niveau de la surface apicale
des cellules épithéliales des intestins, son administration intraveineuse permet
d’éliminer ce facteur confondant pouvant influencer les résultats obtenus car ces
transporteurs ont pour rôle principal de minimiser l’absorption systémique du
médicament.
Dextrométorphune
Le dextrométorphane, un antitussif dérivé de la codéine, est métabolisé in
vivo en dextorphan et en 3-méthoxymorphinan par O- et N-démethylation
40
respectivement. La formation du métabolite 3-méthoxymorphinan semble médiée
principalement par la sous-famille CYP3A.169 Ainsi, certains chercheurs ont
évalué la possibilité d’utiliser le ratio métabolique urinaire du
dextrométorphane.’7° L’utilisation du dextrométorphane présentait l’avantage de
pouvoir mesurer simultanément l’activité des isoenzymes CYP2D6 par le ratio
urinaire dextrométorphane/dextorphan et CYP3A par le ratio dextrométorphane/3-
méthoxymorphinan.17° En plus de ne pouvoir différencier l’activité de CYP3A4 et
CYP3A5, des études sur la N-déméthylation de cet antitussif ont démontré que les
isoenzymes CYP2B6, CYP2C8 et CYP2C 18 contribuaient aussi à la formation du
3-méthoxymorphinan.171”72
Véraparnil
Des chercheurs se sont intéressés à l’utilisation du vérapamil, un
antagoniste des canaux calciques fréquemment prescrits, à titre de substrat
marqueur des CYP3A4/5.173’174 Chez l’humain, le principal métabolite, le
norvérapamil, est formé par N-déméthylation via les isoenzymes CYP3A4/5.
175,176 Suivant l’administration orale et intraveineuse de vérapamil, ses clairances
orale et intraveineuse sont déterminées par un ratio de la dose et de l’aire sous la
courbe du vérapamil (Dose/AUCvrapamii) ainsi qu’un ratio plasmatique des aires
sous la courbe du norvérapamil et du vérapamil (AUCnorvérapamii/AUCvérapamii).
La clairance suite à l’administration intraveineuse de vérapamil est le reflet du
métabolisme hépatique alors que suite à la prise orale, la clairance obtenue
comprend le métabolisme hépatiqtie et intestinal. Contrairement au test
respiratoire à l’érythromycine, le recours à ta radioactivité n’est pas nécessaire
avec le vérapamil. Son utilisation chez l’individu a cependant causé des
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réductions de pression sanguine et des prolongations de la conduction auriculo
ventriculaire. 177
Cortisot
La 6f3-hydroxylation du cortisol est catalysée par le CYP3A4 et
moindrement par le CYP3A5.’78’179 L’utilisation d’un composé endogène comme
substrat marqueur constitue la méthode la plus simple et facile à réaliser car elle
n’implique pas l’administration d’aucun agent. Une étude a démontré que
l’excrétion urinaire du 63-hydroxycortisol de même que le ratio des
concentrations urinaires 6j3-hydroxycortisol en 17-hydroxycorticostéroides est un
reflet de l’induction par le rifampin de l’activité des CYP3As.18° De fait, les
résultats de nombreuses études évaluant la 6f3-hydroxylation du cortisol comme
marqueur suggèrent son utilisation pour mesurer l’induction du CYP3A.
Cependant, cette mesure semble peu valable pour estimer l’activité basale des
isoenzymes CYP3A4/5.
Dapsone
Le dapsone a été l’un des premiers substrats marqueurs de l’activité du
CYP3A proposés. La formation du dapsone hydroxylamine par N-hydroxylation
1811$’
.‘constitue l’une des voies metabohques du dapsone. Les premieres etudes in
vitro démontraient que plus de 90% du dapsone hydroxytamine était catalysée par
les CYP3A4/5.’82 Subséquemment, une étude effectuée avec des concentrations
physiologiques de dapsone a démontré que la formation du dapsone
hydroxylamine corrélait significativement avec l’isoenzyme CYP2E1.183 À
l’exception d’une seule, les études n’ont trouvé aucune corrélation significative
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entre le ratio métabolique urinaire de dapsone (dapsone hydroxylamine! dapsone
hydroxylamine + dapsone) et l’activité des CYP3As.’81’184
Testostérone
Depuis longtemps, l’hydroxylation des stéroïdes est connue comme une
réaction majoritairement catalysée par tes isoenzymes du CYP3A. Des études in
vitro ont démontré qu’à des concentrations de testostérone inférieures à 250 tM,
la 6f3-hydroxylation de la testostérone est métabolisée principalement par les
isoenzymes CYP3A4I5.’85”86 D’ailleurs, les résuLtats d’une étude effectuée avec
des sources enzymatiques purifiées de CYP3As (supersomes CYP3A4, CYP3A5
et CYP3A7) rapportent que tous les membres de la sous-famille CYP3A
catalysent la testostérone par 6-hydroxylation.’87 De plus, les isoenzymes
CYP2C9 et CYP2CY9 bien qu’à un taux beaucoup moindre peuvent aussi
catalyser cette réaction. Ce substrat marqueur ne permet pas de distinguer
l’activité du CYP3A4 et CYP3A5.
3. INTERACTIONS MÉDIcAMENTEusEs
3.1 TYPES D’INTERACTIONS
Une connaissance approfondie du métabolisme des médicaments est
capitale puisqu’il détermine en grande partie le devenir dtt médicament dans
l’organisme, la variabilité interindividuelle et les interactions médicamenteuses
qui auront tous un impact majeur dans la réponse à un traitement
pharmacologique. Une interaction médicamenteuse cliniquement significative
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survient lorsque l’efficacité ou le profil de toxicité du médicament est affecté par
“administration concomitante d’une autre substance.188 Actuellement, une
approche thérapeutique combinant plusieurs médicaments est une pratique
courante, particulièrement chez les patients avec de multiples pathologies. Alors
que l’administration de plusieurs médicaments a pour objet de traiter
adéquatement les différentes maladies, les gens sont davantage exposés à des
risques d’interactions médicamenteuses. Les effets indésirables aux médicaments
secondaires aux interactions médicamenteuses constituent un problème
considérable dans la pratique médicale. Des études démontrent qu’environ 5% des
hospitalisations et 4,6% des décès annuels pourraient être reliés à une utilisation
inappropriée des médicaments, incluant les interactions médicamenteuses) 89-191
Les bénéfices cliniques de thérapies combinées sont bien démontrés, d’où
l’intérêt de connaître et de maîtriser les mécanismes régissant les interactions
médicamenteuses. En fait, il existe deux mécanismes généraux d’interactions
médicamenteuses, soit celles d’origine pharmacocinétique et/ou d’origine
pharmacodynamique. Brièvement, la pharmacodynamie décrit la relation entre la
concentration du médicament et ses effets tandis que la pharmacocinétique
désigne la relation entre la dose administrée et les concentrations dans
L’organisme.
Une interaction pharmacodynamique survient lorsqu’un changement dans
l’effet du médicament se manifeste sans que sa concentration au site d’action ne
soit altérée. Ainsi dans ce type d’interaction, l’administration concomitante de
deux substances peut causer une compétition pour le même site d’action
entraînant une augmentation, une diminution ou encore une annulation de l’effet.
Au contraire, lors d’une interaction pharmacocinétique, les concentrations au site
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d’action sont affectées par une autre substance. L’interaction pharmacocinétique
résulte fréquemment d’une altération des mécanismes responsables de
l’élimination du médicament dont les isoenzymes du cytochrome P450 qui
représentent le mécanisme majeur d’élimination des drogues. Plus rarement, elle
peut être causée par un changement au niveau de son absorption ou de sa
distribution.
En plus des interactions médicamenteuses qui peuvent résulter en une
altération de l’activité catalytiqtie des cytochromes P450, plusieurs substances
peuvent affecter directement l’activité de ces isoenzymes. Une réduction ou une




Le substrat se définit comme une molécule endogène ou exogène sur
laquelle une enzyme exerce son activité catalytique. En fait, la molécule présente
une affinité pour une isoenzyme particulière qui effectue une modification de la
structure chimique de cette molécule. Quant aux métabolites, ils sont le résultat
des produits fonriés par l’ensemble des réactions biochimiques sur le substrat.
3.2.2 Inducteur
L’effet d’un inducteur entraîne une élévation de l’activité d’une isoenzyme
en augmentant généralement la concentration intracellulaire de l’enzyme induite.
Lorsqu’un substrat est administré en concomitance avec un inducteur, il peut
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présenter un métabolisme augmenté et des concentrations plasmatiques plus
faibles secondairement à l’induction de son métabolisme. L’augmentation du
niveau de l’enzyme induite est souvent le résultat d’une transcription augmentée
du gène associé à cette protéine.61’192 En général, il semble que le terme
d’induction soit restreint aux situations dans lesquelles la synthèse protéique est
stimulée)93 L’induction des isoenzymes peut également être causée par des
mécanismes non-transcriptionnels comme une diminution du taux de dégradation
de la protéine.194196 Les isoenzymes du cytochrome P450 ne sont pas toutes
sujettes à l’induction, par exemple il n’existe pas encore d’inducteur connu pour
le CYP2D6. De plus, il existe des différences importantes entre les espèces dans
la réponse des isoenzymes à divers inducteurs. En fait, un composé induisant une
isoforme particulière chez un animal donné n’induira pas nécessairement cette
enzyme chez l’humain, et l’inverse s’applique aussi.197
3.2.3 Inhibiteur
Certains composés ont la capacité de réduire l’activité catalytique d’une
Ïsoenzyme. Par conséquent, l’administration concomitante d’un inhibiteur avec un
substrat tend à favoriser l’accumulation de ce dernier dans l’organisme due à
L’inhibition de son métabolisme. Alors que le phénomène d’induction est un
processus lent, l’inhibition des cytochromes P450 est souvent une réponse
immédiate. Il faut noter qu’un inhibiteur d’une isoenzyme donnée n’est pas
nécessairement un substrat de cette dernière, c’est-à-dire qu’il n’est pas
obligatoirement biotransformé par cette isoforme. Par ailleurs, un substrat
représente toujours un inhibiteur potentiel envers un autre substrat d’une même
isoenzyme. En fait, l’administration de deux substrats dont le métabolisme est
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catalysé via la même enzyme peut entraîner une compétition pour celle-ci. Cette
compétition est influencée par l’affinité de chacun des substrats pour l’isoenzyme
donnée ainsi que par leurs concentrations respectives au site enzymatique.
La constante d’affinité (Km) mesure l’affinité d’un substrat pour une
isoenzyme particulière. Par auteurs, la principale mesure de puissance d’inhibition
d’un composé est la constante d’inhibition (Ki) laquelle exprime l’affinité de la
molécule pour une isoenzyme.’53 Ainsi, plus la valeur de la constante d’affinité est
petite et plus le substrat démontre une forte affinité envers le substrat.
Parallèlement, plus ta valeur de la constante d’inhibition est petite et plus la
puissance de cet inhibiteur sera élevée. Dans la situation où un substrat sert
d’inhibiteur potentiel envers un autre composé, alors la constante d’affinité (Km)
fournira un indice de la puissance d’inhibition potentielle de la même façon que le
Ki. Il faut toutefois mentionner que les constantes d’affinité et d’inhibition
représentent deux entités distinctes.
Parmi les différentes étapes du cycle catalytique des cytochromes P450,
les plus vulnérables à l’inhibition de l’activité enzymatique sont la liaison du
substrat avec l’isoenzyme, la liaison de l’oxygène avec l’enzyme et l’oxygénation
du substrat où l’oxygène activé est transféré de l’hème au substrat.’93”97 Le
transfert des électrons des CYP45O-réductases à l’isoenzyme lequel survient
suivant la liaison du substrat et après la liaison de l’oxygène à l’enzyme, est aussi
une cible des inhibiteurs.’93 Habituellement, ces inhibiteurs interfèrent avec le
transfert d’électrons en acceptant l’électron directement de la CYP45O-
réductase.’93
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3.3 TYPES D’INHIBITION ENZYMATIQUE
Les mécanismes d’inhibition des cytochromes P450 sont divisés en trois
grandes catégories dont l’inhibition réversible, quasi-réversible et irréversible.
L’inhibition réversible représente le mécanisme le plus fréquemment responsable
des interactions médicamenteuses.’93 Généralement, les inhibitions interférant
avec le cycle catalytique avant la formation de l’oxygène activé sont réversibles.
Par ailleurs, les inhibiteurs agissant durant ou suivant le transfert de l’oxygène
sont souvent quasi-réversibles ou irréversibles. Une interaction réversible produit
une compétition au site actif de l’isoenzyme et implique probablement une seule
étape du cycle catalytique alors que les inhibitions irréversibles et quasi-
irréversibles requièrent au moins un cycle du processus catalytique de
l’enzyme.’97
3.3.1 Inhibiteurs Réversibles
De puissants inhibiteurs réversibles sont des composés dérivés
d’imidazoles et de pyridines.’93’197 En présence d’une inhibition réversible, les
fonctions métaboliques normales de l’enzyme se poursuivront suivant
l’élimination de l’inhibiteur. L’inhibition réversible est seulement concentration
dépendante contrairement aux inhibitions quasi-irréversible et irréversible qui sont
concentration et temps-dépendantes.198 De plus, les inhibiteurs réversibles peuvent
être classifiés comme compétitifs, non-compétitifs et incompétitifs
principalement.
Conzpétit[s
Lors d’une inhibition compétitive, la liaison de l’inhibiteur avec
l’isoenzyme prévient la liaison du substrat avec le site actif de cette dernière.
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L’inhibiteur démontre généralement des similarités dans sa structure avec les
substrats de cette enzyme. Une inhibition compétitive peut résulter de la liaison de
l’inhibiteur avec le groupement prosthétique de la protéine mais aussi de la liaison
à un domaine lipophile de l’enzyme.6’
Un substrat peut constituer un inhibiteur compétitif. En effet, ce type
d’inhibition est fréquemment observé suivant la co-administration de deux
substrats d’une même isoenzyme. En présence d’un inhibiteur pur, c’est-à-dire
qu’il n’est pas métabolisé par l’isoenzyme inhibée, la constante d’affinité (Km
apparent) du substrat augmente et aucun changement de Vmax n’est observé.
Non Cornpétitfs
Un composé liant l’enzyme à un site différent du site actif et n’ayant aucun
effet sur la liaison du substrat est caractéristique d’un inhibiteur non-compétitif.
Ainsi, la formation de ce complexe enzyme-substrat-inhibiteur entraîne une perte
des fonctions catalytiques de l’enzyme. Une diminution du Vmax est alors
observée mais sans modification du Km. Il faut toutefois noter que les inhibitions
non-compétitives sont peu fréquentes.
Inconqiétitfs
L’inhibiteur incompétitif se lie seulement au complexe enzyme-substrat
déjà formé qui résultera en la formation d’un complexe enzyme-substrat
inhibiteur inactif. Ce type d’inhibition diminue proportionnellement le Vmax et le
Km conservant alors une clairance intrinsèque (KmNmax) constante. L’inhibition
incompétitive est rarement observée en métabolisme.
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3.3.2 Inhibiteurs Quasi-Irréversibles
Certains composés requièrent une activation métabolique par l’enzyme
pour former des tuétabolites intermédiaires inhibiteurs. Ces métabolites peuvent
former des complexes, nommés complexes métaboliques intermédiaires, très
stables avec le groupement prosthétique de l’enzyme confinant cette demière dans
un état inactif. In vitro, ces complexes métaboliques intermédiaires peuvent être
renversés à l’aide de composés liposolubles déplaçant le métabolite du site actif et
par conséquent, les fonctions de l’enzyme peuvent être régénérées. Cependant, in
vivo ces complexes étant excessivement stables, seule la synthèse de nouvelles
enzymes permet de rétablir l’activité enzymatique. L’importance de la
complexion est telle, qu’elle est considérée comme quasi-irréversible. Plusieurs
produits tels que des antibiotiques macrolides (érythromycine et
troleandomycine), des hydrazines (isoniazide), des méthylènedioxybenzènes
(isosafrole) et une variété d’akytamines (orphénadrine) comptent parmi les
inhibiteurs quasi-irréversibles.’99202
3.3.3 Inhibiteurs Irréversibles
Certains produits nécessitent une activation métabolique par les
cytochromes P450 formant des composés intermédiaires qui causent une
inactivation irréversible de l’enzyme avant sa libération du site actif. Cette
catégorie d’inhibiteurs est aussi nommée des substrat-suicides. 203 L’inhibition
irréversible résulte en la formation de liens covalents ne pouvant pas être rompus
afin de régénérer une enzyme active. Les mécanismes d’inactivation constituent
en une liaison irréversible avec le groupement prosthétique de l’hème etlou avec
la protéine. De nombreux composés constituent des substrat-suicides incluant
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des composés olefins (double lien), acétylènes (triple lien) (éthinylestradiol),
organosulfurés (disulfiram, cimétidine, parathion, thioureas, xanthates), halogénés
(chloramphénicol) et furanocoumarines (méthoxypsoraline, bergamottin).204207
De plus, quelques composés dont la spironolactone, peuvent à la fois altérer
l’apoprotéine suite à une liaison covalente et modifier le groupement actif de
I’hème.61’208
Certains chercheurs ont suggéré que les substrat-suicides présentaient une
meilleure spécificité pour l’enzyme comparativement aux inhibiteurs réversibles
étant donné que la liaison avec l’enzyme, tout comme avec les inhibiteurs
réversibles, doit répondre à plusieurs contraintes. De plus, l’inhibiteur doit être
accepté à titre de substrat afin de satisfaire aux exigences d’activation métabolique




En somme, les cytochromes P450 représentent une famille
d’hémoprotéines omniprésentes dans le domaine de la biologie. De nombreuses
isoenzymes composent la superfamille des cytochromes P450 qui catalysent une
multitude de réactions dont principalement des réactions d’oxydation. Ils ont pour
fonction de participer à la synthèse de composés endogènes et de protéger
l’organisme face à l’intrusion de substances potentiellement toxiques, soit un rôle
de détoxification. De fait, les cytochromes P450 jouent un rôle crucial dans le
métabolisme d’agents pharmacologiques.
Parmi les différentes classes des cytochromes P450, les CYP3As
représentent la famille majeure impliquée dans le métabolisme des médicaments
chez l’humain. L’importance pharmacologique des CYP3As est reliée à son
expression dans des organes contribuant au métabolisme des médicaments. Leur
activité est toutefois caractérisée par une variabilité interindividuelle importante.
Contrairement au CYP3A4, l’isoenzyme CYP3A5 subit l’influence de
polymorphismes génétiques. Il demeure toutefois surprenant de constater que
cette isoforme n’est exprimée que chez une faible proportion de caucasiens. De
plus, les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 présentent un chevauchement dans la
spécificité de leurs substrats. Jusqu’à maintenant aucun substrat marqueur ne
permet de distinguer adéquatement l’activité des isoenzymes CYP3A4 et
CYP3A5.
L’administration concomitante de médicaments substrats de la même
isoenzyme des cytochromes P450 peut entraîner des interactions
médicamenteuses. D’ailleurs, les effets indésirables dus aux interactions
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médicamenteuses constituent un problème non négligeable en clinique. Il faut
noter que plusieurs consensus recommandant l’utilisation de plus d’un
médicament dans I’étabtissement d’un traitement pharmacologique et que tes
percées dans le domaine de l’industrie pharmaceutiques rendent disponibles
différentes classes pharmacologiques, favorisent le recours à la polypharmacie et
augmentent les risques d’interactions médicamenteuses dont les plus fréquentes
sont les interactions réversibles compétitives.
En bref, les différentes recherches effectuées visant le développement des
connaissances dans le domaine des cytochromes P450 sont d’une importance
majeure tant au niveau théorique que clinique.
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Les travaux de recherche réalisés précédemment ont démontré que la
dompéridotie, un antagoniste dompaminergique, est métabolisée majoritairement
par la sous-famille CYP3A. Sachant qu’il existe un chevauchement dans la
spécificité des substrats pour les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 et qu’aucun
substrat connu jusqu’à maintenant ne permet de différencier leur activité, ta
possibilité que le métabolisme de la dompéridone puisse distinguer l’activité des
isoenzymes CYP3A4 de CYP3A5 mérite d’être explorée.
Object[s de l’étude:
Ce travail consistait à caractériser les isoenzymes spécifiques de la sous-
famille CYP3A impliquées dans le métabolisme de la dompéridone.
Ce projet de recherche avait pour but de déterminer si la dompéridone
pourrait constituer un substrat marqueur afin de différencier l’activité des
CYP3A4 et CYP3A5 et d’évaluer les proportions relatives en CYP3A4 et en
CYP3A5 dans différents rnicrosomes hépatiques humains en utilisant la
dompéridone.
En second lieu, ces travaux de recherche voulaient également caractériser
l’inhibition métabolique potentielle du métabolisme de la dompéridone en
présence de clarithromycine. La dompéridone, un modulateur de la motilité
gastrique, a regagné en popularité depuis le retrait du marché du cisapride. En
$7
présence d’ulcères gastriques à HéÏicobacterpyÏori, l’association médicamenteuse
dompéridone et clarithromycine, un antibiotique macrolide, est fréquemment
utilisée. Il est rapporté que la clarithromycine est un inhibiteur puissant des
CYP3A4/5. De plus, sachant que la dompéridone possède une faible
biodisponibilité, l’administration concomitante pourrait entraîner une
augmentation significative du pic plasmatique. D’où l’intérêt de s’intéresser au
risque d’inhibition métabolique de la dompéridone par la clarithromycine.
CHAPÎTRE III
DOMPERIDONE AS AN IN VITRO SUBSTRATE MARKER DRUG
TO DIfFERENTL4 TE BETWEEN CYP3A4 AND CYP3A5 ACTIVITIES.
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ABsTRAcT
Previous studies from our laboratory have demonstrated that CYP3As are
major enzymes involved in the metabolism of domperidone, a dopamine antagonist
agent. The overail objectives of our study were to characterize further the CYP3A
isoforms, involved in the metabolism of the drug and to determine whether
domperidone could be used as a substratc marker drug to differentiate between
CYP3A4 and CYP3A5 activities. Assessment of in vitro metabolism of domperidone
was perforrned with hurnan liver microsomes, microsomes from lymphoblast
expressed CYP3A4 and microsomes from baculovirus-expressed human recombinant
CYP3A4, CYP3A5 and CYP3A7, in the absence or presence of cytochrome b5.
Incubations were performed at various concentrations of domperidone (0.5-500 j.M)
in the presence or absence of inhibitors such as ketoconazole (0.03-3 tM),
clarithromycin (1-70 iM), and monoclonal antibodies directed against CYP3A4.
Resuits obtained in the presence of cytochrome b5 indicated that formation rate of
domperidone ring-hydroxylated metabolite was 4.35-fold higher in the presence of
CYP3A4 compared to CYP3A5 and that domperidone exhibits greater affinity (6-
fold) for CYP3A4 compared to CYP3A5. Addition of cytochrorne b5 to the
incubation mixture markedly augmented CYP3As activities determined with
microsomes from baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 (Vmax
increased 26-fold) and CYP3A5 (Vmax increased 3.8 fold). As well, Km values
determined with microsomes from baculovirus-expressed human recombinant
CYP3A4 increased from 5 jiM to 26 tM in the presence of cytochrome b5 while that
of CYP3A5 remained unchanged. formation of domperidone ring-hydroxylated
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metabolite was inhibited by ketoconazole with an 1C50 ranging from 0.05 to 2.09 tM
but in contrast, clarithromycin was a very weak inhibitor of CYP3A activities.
f inally, incubations performed at Km for CYP3A4 and at saturation (2 x Km) for
CYP3A5 indicated that relative proportions of CYP3A5 in human liver microsomes
from different individuals (n=14) vary from O to 45%. In conclusion, domperidone is
a selective substrate of CYP3As with a higlier affinity towards CYP3A4. These
characteristics lcd us to propose that domperidone could be a useful probe drug to
determine relative proportions of CYP3A4 and CYP3A5 activities in enzymatic
sources from various tissues and suggest that the drug could represent a valuable tool
for the development of an in vivo phenotypic strategy for CYP3A4 and CYP3A5. Our
results also demonstrated the mandatory role of cytochrome b5 to optimize kinetic
conditions for CYP3A4 and CYP3A5 and finally, the weak inhibitory potency of
clarithromycin towards CYP3A4 and CYP3A5.
91
INTRODUCTION
Variability measured in the activity of various drug metabolizing enzymes
contributes considerably to the large intersubject variability observed in drug
response. The cytochrome P450 (CYP45O) is a superfamily ofhemoproteins that are
the terminal oxidases of the mixed function oxidase system involved in the
metabolism of several drugs.1’2 In humans, this superfamily comprises at least 57
genes that have been classified into families and sub-families.35 One of them, the
CYP3A subfamily, with its five known members (CYP3A3, CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7 and CYP3A43), is the most important subfamily of enzymes for the
biotransformation of xenobiotics.612 Indeed, more than 50% of therapeutic
compounds currently used clinically are metabolized by CYP3As.
Wide interindividual differences in expression or activity of CYP3As
contribute to variations in both clearance and efficacy of CYP3A substrates.
Consequently, a number of experimental probe drugs have been suggested to predict
dose requirements for CYP3A substrates. This includes nifedipine, erythromycin,
dapsone, midazolam, alprazolam, dextromethorphan, lidocaine and testosterone.’3’9
Even though a certain degree of success has been observed wiIl ail these substrate
markers under certain conditions, their predictive value (sensitivity and specificity)
bas remained too low for generalized usage. This is mostly explained by intersubject
variations in intestinal and hepatic content ofvarious isoforms,20’2’ discrete sensitivity
to genetic polymorphisms,22 the presence of more than one catalytic and binding sites
on CYP3A isofonns,23’24 complex substrate-enhancer interactions,25 overlap substrate
selectivity between CYP3A isoforms, etc...
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However, the need for innovative and novel strategies to help clinicians
predict dose requirements for narrow therapeutic index drugs remains. Genotyping
strategies aimed at the identification of specific single nucleotide polymorphisms
(SNPs) may help identify limited groups of patients with variant alleles and very low
enzyme activities.22 In these small subsets of patients, Iow doses of active drug
moieties metabolized by the identified defective enzymes could be used.26’27 But,
predictive value of genotyping strategies in patients with wild type alleles is rather
low considering that predicted phenotype can be altered by disease state,
physiologicat factors, concomitant drug administration, environment, etc... The
search for new phenotypic markers should then be continued.
Previous studies performed in our laboratory have demonstrated that CYP3A
is the major subfamily of enzymes involved in the metabolism of the dopamine
antagonist agent domperidone. Domperidone is principally used in Canada and
European countries for motility disorders and for its antiemetic properties. For years
the drug was a second choice but the removal of cisapride from the market has
reopened the market value of domperidone; even though domperidone itself also
blocks cardiac potassium chaimels.28’29 Accordingly, domperidone was flot introduced
on US rnarket in early 80’s due to QT prolongation and proarrhythmic events.3033
Therefore, identification major metabolizing enzymes involved in the metabolism of
domperidone represents a key information to help prevent major drug-drug
interactions that could potentially lead to drug induced Long-QT syndrome and death.
The recent commercial availability of more pure enzymatic sources ofCYP3A
isozymes has led us to pursue our studies and to characterize further the CYP45O
isozymes involved in the metabolism of domperidone. While conducting these
cv,
studies, it became apparent that domperidone did flot behave exactly like previously
identified CYP3A substrates. Preliminary resuits obtained led us to hypothesize that
the drug could distinguish between CYP3A4 and CYP3A5 activities.
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MATERIALS AND METHODS
Materials. Domperidone was purchased from Janssen Pharmaceutica N.V. (Beerse,
Belgium). Ketoconazole was obtained from ICN Biomedicals (Aurora, OH, USA).
Clarithromycin and encainide were generously provided by Abbott Laboratories
(Montreal, Canada) and Bristol Myers Squibb Pharmaceutical Research (Wallingford,
CT, USA). Reaction cofactors (NADP+, D-glucose 6-phosphate and glucose 6-
phosphate dehydrogenase) were obtained from Sigma Chemicals (St. Louis, MO,
USA). Human liver microsomes were purchased from Human Biologics International
(Scottdale, AZ, USA). Microsomes from Iymphoblast-expressed human CYP3A4,
from baculovirus-infected insect cells expressing CYP3A4, CYP3A5 and CYP3A7
and from baculovirus-expressed human cytochrome b5 were obtained from BD
Gentest (Woburn, MA, USA). These microsomes were coexpressed with human
CYP45O reductase. Mouse monoclonal antibodies raised against human CYP3A4
were also obtained from BD Gentest (Wobum, MA, USA). Other chemicals used
were ofhighest qualities commercially available.
HPLC analysis. The HPLC system consisted in a SpectraSystem P4000 pump
(Thermo Separation products, Fremont, CA), a SpectraSystem AS3000 autosampler
(Thermo Separation Products), a model FL3000 fluorescence detector (Thermo
Speration Products), a SpectraSystem UV3000 ultraviolet detector (Thermo
Separation Products) and a mode! PC 1000 System Sofiware (Thermo Separation
Products). An ultrasphere ODS co!umn was used (5 jiM x 250 mm x 4.6 mm;
Beckman Coulter, Fullerton, CA). Separation of the major metabolites of
95
domperidone was achieved using a mobile phase containing disodium citrate buffer
(0.01 mtvI, pH 3.4)/methanol/ acetonitrile/trietylamine, 55:35:10:0.825 at a flow rate
of 1.0 ml/min. Chromatographic separations were performed at room temperature.
Eluent was monitored with fluorescence detection (excitation X = 282 nm and
emission X = 32$ nm) and by ultraviolet absorbance at X = 254 nm (quantification of
encanide, internai standard). Detection limit was 0.11 nnol/mL for domperidone and
its major metabolites. Intraday and interday coefficients of variations were below 5%
and 10%, respectively.
Microsomal incubations. Ail microsornal incubations were performed in duplicate.
The standard incubation mixture (final volume, 500 jiL) consisted of microsomes (10
or 20 jiL), 395-385 jiL phosphate buffer 50 mM (pH 7.4), 100 tL NADPH
regenerating system solution and 5 jiL substrate (domperidone dissolved in DMSO;
1% final reaction volume). The NADPH-regenerating solution contained NADP
(498 i’g), D-glucose 6-phosphate (502 fig), MgC12 25 mM (100 tL) and 0.2 U
glucose 6-phosphate dehydrogenase. The final concentration of domperidone in the
incubation mixture varied from 0.5 to 500 jiM. Domperidone was incubated with
different enzymatic sources: human liver microsomes, microsomes from
lymphoblast-expressed CYP3 A4, and microsomes from bacul ovirus-expressed
human recombinant CYP3A4, CYP3A5 or CYP3A7. Reaction mixtures were
performed with various amounts of CYP45O per incubation: 0.172 nrnoles were used
with human liver microsomes, 0.0 16 nmoles with microsomes from lymphoblast
expressed CYP3 A4, 0.020 nmoles with microsomes from baculovirus-expressed
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human recombinant CYP3A4, CYP3A5 or CYP3A7. Incubations containïng
microsomes, buffer and NADPH-regenerating system solution were pre-incubated at
37°C for $ minutes. Reactions were initiated by the addition of the substrate to the
incubation mixture. Afler 45 minutes, enzymatic process was stopped by adding 500
jiL of ice-cold acetonitrile. Encainide (60 tL; 100 jig/mL solution) was added as the
internai standard. The incubation mixture was centrifuged at 12,000 rpm for 5
minutes. The supernatant, 10 to 50 pL, was injected onto the HPLC system and the
major ring-hydroxylated metabolite ofdomperidone was monitored.
To evaluate effects of cytochrome b5 on domperidone metabolism,
microsomes from baculovirus-expressed recombinant human cytochrome b5 (40
pmol) were added to incubation mixtures containing microsomes from baculovirus
expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5. Incubation mixture and
procedures were simiiar to those described above; potassium buffer, NADPH
regenerating system solution and enzymatic sources with or without cytochrome b5
were prewarmed at 37°C for $ minutes before the addition of substrate to initiate
metabolic reactions.
Immunoinhibitîon studies. Mouse monoclonal antibodies raised against human
CYP3A4 were used to conflrm major isozymes involved in domperidone metabolism.
Microsomes from baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5,
and cytochrome b5 were pre-incubated on ice for 15 minutes in the presence of
increasing amounts of antibodies directed against human CYP3A4 (0-20 tL).
Thereafter, potassium buffer and NADPH regenerating system solution were added to
97
the mixture containing microsomes and prewarmed at 37°C as described earlier prior
to the addition of domperidone. Extent of domperidone metabolism was measured as
percentage ofcontrol activity (20 iL of Tris buffer provided for antibody dilutions).
Inhibition studies. Effects of CYP3A chemical inhibitors on the metabolism of
domperidone were studied in human liver microsomes, microsomes from
lymphoblast-expressed CYP3A4 and microsomes from baculovirus-expressed human
recombinant CYP3A4 or CYP3A5, with or without microsornes from baculovirus
expressed human recombinant cytochrome b5. Ketoconazole and clarithromycin were
dissolved in methanol (final concentration in reaction mixture was 1%). The final
concentrations of ketoconazole and clarithromycin ranged from 0.03 to 3 iiM, and 1
to 70 tM, respectively. Briefly, the reaction mixtures containing enzymatic sources,
potassium buffer, NADPK regenerating system and chemical inhibitors were
prewarnied at 37°C for $ minutes, as described previously, before the addition of
domperidone. Concentration of domperidine was fixed at 200 jiM in experiments
with microsomes from human livers, microsomes from Ïymphoblast-expressed
CYP3A4 or microsomes from baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4
but was fixed at 300 jiM in experiments conducted with microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A5. Formation rate of the major
ring-hydroxylated metabolite of domperidone was expressed as a percentage of
metabolite formed under control incubations.
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Determination of the relative proportion of CYP3A4 and CYP3A5 in human
liver microsomes. The strategy used to determine the relative proportion of CYP3A4
and CYP3A5 in human liver microsomes was based on the different kinetic
parameters (Km) obtained from experiments conducted with microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5, in the presence or
absence of cytochrome b5. Series of incubations were made at low concentrations
(Km determined with microsomes from baculovirus-expressed human recombinant
CYP3A4) or high concentrations of domperidone (fixed at 2-times Km for CYP3A5;
saturation) using human liver microsomes from different donors. These incubations
were conducted as described previously. Incubations at low domperidone
concentrations were used to estimate content of CYP3A4 while content of CYP3A5
was estimated mostly from incubations performed at high concentrations of
domperidone:
% content ofCYP3A4 = 2x formation rate ofM3 obtained at Km for CYP3A4 xlOO
maximum formation rate of M3 at saturation
% content ofCYP3A5 = 100— (% content ofCYP3A4)
Statistical analysis. Enzyme kinetic parameters were determined by nonlinear
regression analysis using Michaelis-Menten equation while inhibitor potencies (1C50
values) were determined by non linear regression analysis using HilÏ’s equation.
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RESULTS
In Vitro Metabolism of Domperidone. Kinetic parameters associated with the
formation of domperidone ring-hydroxylated metabolite were estimated from various
enzymatic sources to characterize further the relative contribution of CYP3A
isozymes, especially CYP3A4 and CYP3A5, in the biotransformation of
domperidone (Table 1). First, Km value determined from human liver microsomes
was similar to the one determined from lymphoblast-expressed CYP3A4 (36 j.M vs
34 jiM); a resuit consistent with our previous observations that CYP3As are major
enzymes involved in the formation of domperidone major ring-hydroxylated
metabolite. On the other hand, microsomes from baculovirus-expressed human
recombinant CYP3A4 exhibited much greater affinity (Km of 5 jiM) towards
domperidone compared to human liver microsomes (36 iM) or microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A5 (150 EIM). Affinity of CYP3A4
towards domperidone was reduced when cytochrome b5 was added to the incubation
mixture (26 iiM) while cytochromes b5 had no influence of Km determined for
CYP3A5 (Km remained at C—150 ?IM).
Formation rate ofthe major ring-hydroxylated metabolite of domperidone also
varied with enzymatic sources used. for instance, formation rates corrected for the
amount of CYP45O added to the incubation mixture were higher in the presence of
human liver microsomes or microsomes from lymphoblast-expressed CYP3A4
compared to formation rates estimated with microsomes from baculovirus-expressed
human recombinant CYP3A4 or CYP3A5 (11 -fold and 8-fold, respectively) in the
































































































































































































































































greater catalytic activity was expected with these microsomes compared with those
obtained from human livers or from lymphoblast-expressed CYP3A4. Experiments
were repeated to evaluate further the potential contribution and modulatory role of
cytochrome b5 on activity of microsomes from baculovirus-expressed human
recombinant CYP3A4 or CYP3A5. The addition of cytochromes b5 increased the
catalytic activity of both CYP3A4 and CYP3A5 such that highest values were
observed in the presence of microsomes from baculovirus-expressed human
recombinant CYP3A4. Consequently, the addition of cytochrome b5 to incubations
performed with microsomes from expressed recombinant CYP45O systems appears to
favour conditions that reflect activity observed in human liver microsomes. Results
obtained also suggest that at low substrate concentration, CYP3A4 catalyzes
preferentially the oxidation of domperidone into its major ring-hydroxylated
metabolite.
Inhïbition of in vitro formation of Domperidone Major Metabolite by
Monoclonal Antïbodies. Effects of monoclonal antibodies directed againts CYP3A4
on domperidone metabolism were evaluated using microsomes from baculovirus
expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5, in the presence of cytochrome
b5. Formation rate of domperidone ring-hydroxylated metabolite determined with
microsomes from either baculovirus-expressed hurnan recombinant CYP3A4 or
CYP3A5 were significantly inhibited by anti-human CYP3A4 (Figure 1). Inhibition
was however greater in the presence of microsomes from recombinant CYP3A4 and









Figure 1. Effects of monoclonal antibodies directed against CYP3A4 on formation
rates of major ring-hydroxylated metabolite ofdomperidone.
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Inhibition of in vitro Metabolism of Domperidone by Ketoconazole or
Clarithromycin. Ketoconazole (0.03-3 tM,) significantly inhibited the formation of
domperidone ring-hydroxylated metabolite (figure 2). 1C50 determined from ail
enzymatic sources tested ranged from 0.05 to 2.09 jtM. The presence of cytochrome
b5 had a major influence on inhibition characteristics observed with microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5. Under these
conditions, inhibition of domperidone ring-hydroxylated metabolite formation by
ketoconazole appeared stronger for CYP3A4 compared to CYP3A5 (1C50 of 0.29 vs
2.09 jiM). Moreover, 1C50 determined with microsomes from baculovirus-expressed
human recombinant CYP3A4 in the presence of cytochrome b5 was of the same order
of magnitude than 1C50 determined with human liver microsomes and microsomes
from lymphoblast-expressed CYP3A4.
In contrast, formation of the ring-hydroxylated metabolite of domperidone
formed by human liver microsomes, microsomes from lymphoblast-expressed human
CYP3A4, microsomes from baculovirus-expressed human CYP3A4 or CYP3A5 in
the presence of cytochrome b5, showed oniy limited inhibition by ciarithromycin
used at concentrations as high as 70 jiM (figure 3). On the other hand, formation of
domperidone ring-hydroxylated metabolite was inhibited up to 50% by
clarithromycin 70 jiM when incubations were performed with microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5, in the absence of
cytochromes b5.
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Figure 2. Effects of ketoconazole on domperidone ring-hydroxylated metabolite
formation in A) human liver microsomes (HLM) and microsomes from Iymphoblast
expressed CYP3A4 (ICYP3A4), B) microsomes from baculovirus-expressed human
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Figure 3. Effects of clarithromycin on domperidone ring-hydroxylated metabolite
formation in A) human liver microsomes(HLM) and microsomes ftom lymphoblast
expressed CYP3A4 (1CYP3A4), B) microsomes from baculovirus-expressed human
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These results suggest that addition of cytochrome b5 modulates the
domperidone-ketoconazole and domperidone-clarithromycin interaction. They also
suggest that the presence of cytochrome b5 reproduces conditions more similar to
those observed in human liver microsomes.
Relative Proportions of CYP3A4 and CYP3A5 in Human Liver Microsomes.
Using a strategy taking advantage of the different Km values determined for the
formation of domperidone ring-hydroxylated metabolite by microsomes from
baculovorus-expressed human recombinant CYP3A4 and CYP3A5, an attempt was
made to determine the relative proportions of CYP3A4 and CYP3A5 in human liver
microsomes. Incubations were performed with human liver microsomes from 14
donors either at low concentration of domperidone (in the range of Km for CYP3A4)
or at a high concentration of domperidone (300 iM; saturation of enzymes). A first
series of experiments was conducted using domperidone concentrations of 5 jiM (Km
determined for CYP3A4 without cytochome b5) and 200 tM. Under these
conditions, relative amounts of CYP3A5 were predicted to be higher than those of
CYP3A4 in ah livers tested with littie intersubject variabihity (Figure 4A). In a second
series of experiments, concentrations of domperidone were fixed at 26 tM (Km
determined for CYP3A4 with cytochrome b5) and 300 tM (Figure 4B). Under these
conditions, relative proportions of CYP3A4 and CYP3A5 were predicted to show
considerable variabihity among each individual. Indeed, relative amounts of CYP3A5
varied from 0-45%, with relative proportions of CYP3A4 being estimated to be
higher than those of CYP3A5 in each hiver tested.
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Figure 4. Relative proportions of CYP3A4 and CYP3A5 in human liver microsomes
ftom different donors. A) Proportions were calculated from incubations performed
with domperidone concentrations fixed 5 tM (Km for CYP3A4 determined without
cytochrome b5) and 300 jiM (saturation of enzymes). B) Incubations were performed
with domperidone concentrations fixed at 26 jiM (Km for CYP3A4 determined with
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In the present study, the CYP3A-mediated metabolism of domperidone was
characterized by using various enzymatic sources that allow determination of the
specific contribution of CYP3A4 and CYP3A5 to the formation of domperidone
major ring-hydroxylated metabolite. Experiments conducted revealed that formation
rate of domperidone ring-hydroxylated metabolite was higlier in the presence of
CYP3A4 compared to CYP3A5 and that domperidone exhibits greater affinity
towards CYP3A4 compared to CYP3A5. The differences observed in Km values for
the formation of domperidone ring-hydroxylated metabolite by these isoforms
allowed for the characterization of the relative activities of CYP3A4 and CYP3A5 in
human liver microsomes. Our study also demonstrated that cytochrome b5 is a key
determinant ofthe catalytic activities ofwith microsomes from baculovirus-expressed
human recombinant CYP3A4 and CYP3A5. finatly, our studies demonstrated that
clarithromycin is flot a powerful inhibitor of CYP3As in vitro when domperidone is
used as a substrate marker drug.
Attempts have been made in the past with numerous substrate marker drugs to
differentiate specific activities of CYP3A4 and CYP3A5 in enzymatic sources from
various tissues. for instance, a flrst series of studies have demonstrated that CYP3A4
and CYP3A5 both participate in the 1 ‘-hydroxylation of midazolam.34’35 Turnover of
CYP3A5 to form I ‘-hydroxymidazolam was higher (2-times) than that of CYP3A4
but affinity was higher for CYP3A4 (5 jiM) compared to CYP3A5 (14 jiM).3537 Even
though these results Iooked promising at flrst glance, Km vaLues were too close to
separate adequately the respective activities of CYP3A4 and CYP3A5 and it is
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currently accepted that the use of midazolam does flot provide a precise measure of in
vitro or in vivo CYP3A4/5 activity.
Dextromethorphan and testosterone have also been suggested as CYP3A
probe drugs to distinguish between CYP3A4 and CYP3A5 activities. With
dextromethorphan, assessment of kinetic parameters for the formation of 3-
methoxymorphinan failed to differentiate between CYP3A4/5.38’39 On the other hand,
a 5 to 10-fold difference was measured between these isoforms in Km values for the
in vitro 6-hydroxy1ation of testosterone.36 Again, this looked promising but
unfortunately, some factors limit the use oftestosterone to differentiate in vitro and in
vivo CYP3A4 and CYP3A5 activities. f irst, other CYP45O isoforms (CYP2C9 and
CYP2C 19) contribute significantly to the 63-hydroxy1ation of testosterone.40 finally,
it can easily be conceived that kinetic parameters of endogenous substrates can flot
reflect the relative contribution of intestinal CYP3A4 and CYP3A5 activities to the
clearance oforally administered CYP3A4/5 substrates.
It is well accepted that cytochrome b5 constitutes an electron transfer
component in many oxidative reactions such as CYP45O monooxygenations.4’
However, mechanisms underlying the cytochrome b5-mediated stimulation of
CYP45O activities remain controversial. Some hypotheses propose that cytochrome
b5 only helps the electron transfer, others propose complexation between cytochrome
b5 and CYP45O allowing acceptance ofelectrons without the need oftwo interactions
with CYP45O reductases; while others suggest structural influences of cytochrome b5
binding on some cytochrome P450s.4244 These influences would appear to be
substrate and isoform dependent.6’42’4446 Allosteric stimulation by cytochrome b5 lias
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been proposed for CYP3As such that binding of cytochrome b5 to CYP3As caused
structural influences that affect ability of the monooxygenase to undergo redox
changes.43’44
Catalytic activities determined for the formation of domperidone major ring
hydroxylated metabolite with microsomes from baculovirus-expressed recombinant
human CYP3A4 and CYP3A5 increased 24.4-fold (CYP3A4) and 4-fold (CYP3A5)
following addition of cytochrome b5. Without cytochrome b5 added, Vmax corrected
for the amount of CYP45O added was unexpectedly lower that Vmax measured from
human liver microsomes or microsomes from lymphoblast-expressed CYP3A4.
These observations are consistent with resuits from other studies that demonstrated
that cytochrome b5 can stimulate CYP3A4 and CYP3A5 activities and that addition
of cytochrome b5 differs between recombinants CYP3A4 and CYP3A5.19’4749 Our
resuits also showed that the addition of cytochrome b5 decreased 5-fold affinity
determined with microsomes from baculovirus-expressed human recombinant
CYP3A4; the Km increased from 5 iM (without cytochrome b5) to 26 iM, a value
similar to Km determined from human liver microsomes (36 tM) or with microsomes
from lymphoblast-expressed CYP3A4 (34 tM).
The addition of cytochrome b5 to the incubation mixture also had a profound
effect on the inhibitory potencies (1C50) of ketoconazole and clarithromycin towards
the formation of domperidone ring-hydroxylated metabolite by microsomes from
baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5. For ketoconazole,
inhibitory potency towards CYP3A4 was much stronger in the absence of cytochrome
b5 and was in agreement with previous data reported for other CYP3A substrates
‘Il
(1C50 of 0.044 mM and 0.56 mM for CYP3A4 and CYP3A5 recombinants,
respectively).°’51 Selectivity towards a greater inhibitory potency for CYP3A4 over
CYP3A5 was conserved in the presence of cytochrome b5 and our resuits suggest an
overestimation of the inhibitoiy potency of ketoconazole towards CYP3As in the
absence of cytochrome b5.
Several studies have suggested that clarithromycin is a potent CYP3A
inhibitor, especially in vivo.52 In vitro data are more sparse although studies
conducted with midazolam estimated a Ki of 10 j.iM for clarithromycin towards
CYP3A activities.53 In our studies, clarithromycin was a very weak inhibitor of
domperidone metabolism when incubations were performed with human liver
microsomes, microsomes from lymphoblast-expressed CYP3A4, and microsomes
from baculovirus-expressed human recombinant CYP3A4 or CYP3A5 in the
presence of cytochrome b5. Inhibition was observed onÏy with baculovirus-expressed
human recombinant CYP3A4 or CYP3A5 in the absence of cytochrome b5 and was
more selective towards CYP3A4. Experiments were repeated on several occasions
and yield very reproductive data. We have also conducted experiments with
erythromycin 500 tM that inhibited formation of domperidone ring-hydroxylated
metabolite by more than 75 %. Our results clearly indicate that conclusions relative to
mechanisms underlying in vivo drug-drug interactions with clarithromycin should be
revisited.
The overaïl objective of our study was to determine, using an enzymatic
approach and a selective probe drug, the relative expression of CYP3A4 and
CYP3A5 in human liver microsomes. Resuits obtained considering a Km of 26 tM
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for CYP3A4 demonstrated wide intersubject variability in the activity of CYP3A4
and CYP3A5, with most patients showing a greater activity for CYP3A4. Variability
and relative proportions measured in our study under these conditions are in
agreement with previously reported data using other approaches.21’54
The long term objective of our studies is to develop domperidone as an in vivo
phenotypic probe drug for CYP3A4 and CYP3A5. Indeed, domperidone possesses
several interesting characteristics such as: a very good safety profile; it can be
administered both intravenously and orally to provide a measure of CYP3A4/5
activities in intestinal and hepatic tissues; metabolites and parent compound can
easily be measured in biological fluids.
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CoNcLusIoN
Results obtained in our study demonstrate that domperidone is a selective
substrate of CYP3As with a 6-fold higher affinity towards CYP3A4 compared to
CYP3A5. In vitro incubations performed at various concentrations of the substrate
allowed for the characterization of CYP3A4 and CYP3A5 activities in human liver
microsomes. This strategy should permit to determine the relative proportions of
CYP3A4 and CYP3A5 activities present in enzymatic sources from various tissues.
Our results also demonstrated the mandatory presence of cytochrome b5 to optimize
kinetic conditions for CYP3A4 and CYP3A5 and finally, the weak inhibitory potency
ofclarithromycin towards CYP3A4 and CYP3A5.
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Plusieurs facteurs peuvent affecter la réponse d’un patient à son traitement
pharmacologique. Parmi ceux-ci, il faut noter les facteurs reliés directement au
patient tels que la génétique, la présence de conditions pathologiques et
physiologiques et les facteurs reliés aux médicaments. L’utilisation de plus d’un
médicament dans l’établissement d’un régime thérapeutique est fréquemment
rencontrée en clinique. Bien que plusieurs associations médicamenteuses soient
justifiées au niveau de l’efficacité, elles prédisposent cependant les patients à des
risques d’interactions médicamenteuses. D’où l’importance d’ approfondir les notions
reliées aux isoenzymes du cytochrome P450 puisqu’elles constituent un des
déterminants majeurs des interactions médicamenteuses et d’effets indésirables qui
sont des causes importantes de mortalité et de morbidité.
Parmi les différentes isoenzymes des cytochrornes P450, les CYP3A4 et
CYP3A5 représentent les isoformes majeures impliquées dans le métabolisme des
médicaments. La découverte d’un substrat marqueur pouvant distinguer les
médicaments substrats de CYP3A4 et/ou CYP3A5 permettra de mieux comprendre
les mécanismes associés aux variabilités interindividuelles observées dans la réponse
à ces médicaments. Suite aux résultats obtenus lors de mes travaux de maîtrise, il a
été démontré que la dompéridone est un substrat spécifique à la famille CYP3A. De
plus, nos résultats suggèrent que la dompéridone pourrait constituer un substrat
marqueur des CYP3A4 et CYP3A5. Ainsi, il est possible d’envisager que l’utilisation
d’un phénotype à l’aide de la dompéridone et de son métabolite majeur pourra
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constituer un outil dans l’élaboration de stratégies thérapeutiques. En fait, un
phénotype réalisé à partir de la dompéridone fournirait un portrait de la capacité
catalytique globale pour les isoenzymes CYP3A4 et CYP3A5 pour un individu donné
à un temps spécifique. Ceci permettra donc une estimation plus précise du devenir du
médicament dans l’organisme et par conséquent, de la réponse pharmacologique pour
des substrats des CYP3A4/5 d’un patient. L’utilisation de la dompéridone comme
substrat marqueur devrait permettre de réduire les problèmes reliés aux interactions
médicamenteuses potentielles, les effets indésirables, les toxicités ainsi que les échecs
thérapeutiques pour des médicaments substrats des CYP3A4/5.
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